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Resumo

O géneroLavandula é constituido por plantas aromatico-medicinais alavado
interesse econdmico devido essencialmente a proddedoleos essenciais. A crescente
procura de produtos naturais justifica o aumentopdaducdo das respetivas plantas,
recorrendo a culturan vitro e prevenindo, assim, a colheita abusiva das esp&ejgetais.
Deste modo, a otimizacado de técnicas de micropemgaage o desenvolvimento de protocolos
de melhoramento das espécies relevantes sdo funttasngpara a exploracdo do seu
potencial. Como parte integrante de trabalhos ersocsobre a valorizacdo das lavandulas
portuguesas, pretende-se agora melhorar a proddeddleos essenciais deavandula
multifida e Lavandula viridis através da inducéo de poliploidia.

Segmentos nodais de multifida e L. viridis obtidos de plantulas estabelecidas
vitro, foram sub-cultivados em meio MS (Murashige anddgk 1962), suplementado com
colquicina 125 mg/L e 1% (v/v) de DMSO por 5 diag escuro, a 24°C. Apds este
tratamento, os meristemas axilares foram transferghra meio MS suplementado com 0,2
mg/L de BAP e mantidos sob um fotoperiodo de 1B4°g.

O nivel de ploidia das plantulas tratadas foi nwi@ado por citometria de fluxo e
confirmado por microscopia eletrénica de varrime(&M) e contagem do numero de
cloroplastos presentes nas células estomaticapidarme foliar. As plantulas com a ploidia
desejada, mixoploidia ou tetraploidia, e plantwastrolo (ndo sujeitas ao tratamento com
colquicina) foram transferidas para terra e acladas.

Por ultimo, foram efetuados ensaios de embriogémseseatica, com diferentes
combinagbes de hormonas e concentracbes, com divobpe induzir a formacdo de
embriGes somaticos a partir de explantes foliaeds thultifida.

Em L. multifida obteve-se uma planta mixopléide, sendo que a @ulde tetraploidia
ocorreu unicamente ein viridis, obtendo-se 2 plantas tetrapléides e uma mixop)Gide
tiveram um bom desenvolvimento apds a transferépara terra. Estes resultados foram
comprovados por andlises de citometria de fluxoopgervacées em SEM onde se detetaram
diferencas no tamanho dos tricomas glandularesdmdt (emL. multifida) e nos tricomas
glandulares peltados e tricomas glandulares caystédo Il (emL. viridis) e por contagem
do numero de cloroplastos, onde se verificaranrefigas significativas entre o numero de
cloroplastos presentes em plantas dipléides, téicigs e mixoploides.
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Na inducdo de embrides somaticos, foi observadaelevada percentagem de tecido
caloso ndo embriogénico e a presenca de estruglofaslares com potencial embriogénico,
no meio MS suplementado com 2 mg/L 2,4-D + 0,5 nuipietina.

O presente trabalho fornece, pela primeira vezn@&relevantes no melhoramento
de L. multifida e L. viridis, sendo que ainda sdo necessarios mais esforcasaparentar o
namero de plantas tetraploides obtidas. Trabalhsds incidirdo sobre a multiplicacdo dos
tetrapldides obtidos e a comparacdo do rendimentomoraeposicdo quimica dos oOleos

essenciais produzidos com os das plantas dipldides.

Palavras-chave:colquicina, citometria de fluxo, 6leos essenciaploides, embriogénese

somatica.
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Abstract

The genud.avandulacomprises aromatic and medicinal plants with heglbnomic
interest due essentially to the production of essleqils. The growing demand for natural
products justifies the increase of plant productitthus avoiding spontaneous plant harvest
and consequent dilapidation of natural resourtesitro culture techniques that allow the
production of higher oil-yielding plants are a keyexploiting the potential of these species.
As part of our ongoing studies on the valorizatddriPortuguese lavenders we now intend to
improve the production ofLavandula multifidaand L. viridis essential oils, by inducing
polyploidy.

Nodal segments from plantlets bf multifida and L. viridis were cultured on MS
(Murashige and Skoog, 1962) medium supplemented 146 mg/L colchicine and 1% (v/v)
DMSO for 5 days in the dark, at 24°C. After thigattment, axillary meristems were
transferred to MS medium with 0.2 mg/L BAP undghatoperiod of 16h at 24°C.

The ploidy level of the treated plantlets was maneiti by flow cytometry and
confirmed by scanning electron microscopy (SEM)eobations and chloroplast counting
the guard cells of leaf epidermis. Plantlets witd tlesired ploidy, mixoploids or tetraploids,
and controls were transferred to soil and acclireati

Attempts to induce somatic embryogenesis in yoeagds were also carried outlin
multifida, with different combinations and concentrations a@frhones.

In L. multifida a mixoploid plant was obtained, and the inductidnteairaploidy
occurred only irL. viridis, yielding 2 mixoploid and tetraploid plants, whishowed normal
growth after transfer to soil. These results wesaficmed by flow cytometry analysis, by
SEM observations on the size of glandular peltathomes (inL. multifida) and glandular
peltatetrichomes and glandular capitate typetrithomes (inL. viridis) and counting of
chloroplasts where significant differences werenibamong plants of different polidy levels.

Regarding somatic embryogenesis, a large percemtdgeon-embryogenic callus
tissue and some globular structures with embryageoiential were obtained on MS medium
supplemented with 2 mg/L 2,4-D and 0.5 mg/L kinetin

This study gave significant insights for the bregdof these species. However, more

efforts need to be performed to increase the numiietraploid plantlets.
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Further experiments will focus on the multiplicatiof tetraploid plants for essential
oils extractions in order to compare their yielddathemical composition with those of

diploid plants.

Key words: colchicine, flow cytometry, essential oils, tel@gs, somatic embryogenesis.
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INTRODUCAO

1.1- ConsideracgOes gerais

Os produtos naturais tém sido empregues ao longtedgpos no fabrico de vestuario,
na construcdo de abrigos e armadilhas, em ferrasientarmas, em venenos para caca e
pesca, em agentes protetores das culturas, ertees ailizacdes (Copping & Duke, 2007).
Destes produtos naturais destacam-se as plantagtézas e medicinais (PAM), que tém
vindo a ser utilizadas na medicina, na cosmétioa,cerimonias religiosas e para conferir
aroma e sabor aos alimentos (De La Cruz, 2006). tlhmavidéncias escritas mais antigas da
sua utilizacdo para preparacdo de drogas € umadéajargila suméria de Nagpur, com
aproximadamente 5000 anos, composta por 12 recegéexindo mais de 250 plantas
diferentes e alguns compostos, como os alcaloRietsavska, 2012).

Com o desenvolvimento e progresso da humanidadeaeancar das civilizagoes,
foram sendo identificadas as propriedades curatdascertas plantas medicinais. Este
conhecimento foi passando de geracdo em geracdoe ¢evou a novas investigacoes e a
novas descobertas até aos nossos dias (Petro@di), Atualmente, a maioria dos produtos
fitoterapicos, antibiéticos e medicamentos antieaigenos foram inicialmente identificados
ou obtidos a partir de produtos naturais, que naatn a ser uma fonte significativa de
potenciais drogas (Tavaresal, 2010).

Nas ultimas décadas tem-se observado um elevastesst pelo potencial terapéutico
das PAM (Yune®t al, 2001). A suportar este facto os dados que muosiege cerca de 30%
das drogas prescritas no mundo séo obtidas ditetadiretamente de plantas. Além disso,
50% das drogas desenvolvidas entre 1981 e 200 fobdidas a partir de produtos naturais
ou analogos semi-sintéticos ou ainda de composgit&tisos baseados em produtos naturais
(Francoet al., 2007).

Das inimeras familias de plantas destaca-se aiddminiaceae (Labiatae), com uma
elevada diversidade de PAM.

Esta familia, amplamente representada em todormoj® uma das mais importantes
na regido mediterranica (Cekt al, 2003). Compreende cerca de 200 géneros e 3000
espécies, sendo a maioria das espécies herbacdaspoute arbustivo ou semi-arbustivo. As
labiadas tém um grande valor econdmico e sao adidig maioritariamente como plantas
ornamentais e pelos seus 6leos essenciais (He@lg@). Um dos géneros incluidos na familia
das labiadas e com grande valor econémico é o géagandula Este género engloba cerca
de 39 espécies, muitas delas relevantes pelo elepatkncial dos 6leos essenciais em
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diversas industrias, nomeadamente na perfumariameética, industria alimentar e
farmacéutica (Upson & Andrews, 2004).

1.2- O génerd_avandula
1.2.1- Caracterizagao e distribuicao

Etimologicamente, a palavraavandula remete-nos para a palavra latilevare,
devido ao uso de algumas destas plantas para arfosnbanhos (Boeckelmann, 2008).
Contudo, como nédo existem evidéncias escritas @eegtas plantas eram empregues nos
banhos romanos ou gregos, é bastante provavel gaea tenha surgido do latiimere,
gue significa livido ou azulado, em referéncia adabflor (Upson & Andrews, 2004).

O géneroLavandula criado por Lineu (1753), pertence a familia dasnlaceae e
compreende cerca de 39 espécies de plantas araspdtistribuidas por oito sec¢des (Upson

& Andrews, 2004). A classificacdo do género en@est sistematizada no esquema da figura
1.

REINO

ORDEM FAMILIA GENERO

FiLo N/ CLASSE
) Magnolio- Magnolio- ) )

Figura 1. Classificacdo deavandulaspp.

O géneroLavandulasubdivide-se em 3 subgéneros, de acordo com astedsticas
morfolégicas: Lavandula, Fabricia e Sabaudia. Csawdlagénero é ainda subdividido em

seccOes, que se dissociam em inumeras espéciesn(@psndrews, 2004; Boeckelmann,
2008).

As espécies do génekavandulasdo plantas perenes, lenhosas e aromaticas. De uma
forma geral, apresentam caules eretos, mais ouswanuficados, prismaticos ou cilindricos.
As folhas séo simples, inteiras, dentadas ou hilaim@om margens revolutas. O indumento é
composto ou simples, com tricomas ramificados glandulares. A inflorescéncia terminal

possui um pedunculo simples ou ramificado, formpdo uma espiga simples ou por um
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epicastro, disposto sobre pares de bracteas opestavarias filas verticais. O epicastro
apresenta-se, por vezes, interrompido, laxo ou actopsimples ou ramificado na base. As
bracteas sdo membranosas, purpuras, verde-acidasntau amarelo-esverdeadas. Cada
verticilo do epicastro tem um par de bracteas ideno final pode existir ou ndo um par de
bracteas estéreis, que se diferenciam pela forpelaecor. O calice € simpétalo, podendo
apresentar um pedicelo curto ou mais alongadadeitio ou urceolado. E persistente na
maturagdo com 5 a 8 dentes e 8, 13 ou 15 nerveosrdla apresenta uma coloragéo violeta-
purpura, azul ou amarelo-esverdeado, de tubo largstreito, excedendo pouco ou muito o
calice, com a garganta mais ou menos dilatada, cmeco [6bulos uniformes ou néo,
bilabiada, com a parte posterior vertical e a @ntenais ou menos horizontal ou inclinada.
Existem quatro estames incluidos no tubo da caadteseridos no seu interior, sendo o par
anterior mais largo que o posterior e as anteragorenes. O estilete de comprimento
semelhante ao tubo da corola possui um estigmaandado, mais ou menos bilobado,
fendido-lanceolado ou fendido-aplanado; glanduleste cor violeta intenso, verde ou lilas
(Celaet al, 2003; Morales, 2010).

As lavandulas ocorrem na bacia Mediterranica e AregWlacaronésica, Africa,
Peninsula Arabica, Irdo e india, principalmente masas montanhosas (Fig. 2). Toleram
solos pobres e rochosos, preferindo os arenosesaltenados. No geral as espécies ocorrem
em solos neutros e alcalinos. No entanto, as espdaiseccao Stoechiakram solos acidos.
As plantas deste género caracterizam-se, tambémsepam helidfitas e resistentes as geadas.
Em Portugal, ocorrem em locais secos, sendo abtewlamas charnecas e nos matos

xerofiticos (Franco, 1984).

45N

40N

IEN

N R

LW 5W 0 sE 10E 15E 20E 15E 30E

Figura 2. Distribuicdo geografica deavandulaspp. (adaptado de Upson & Andrews, 2004).
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1.2.2- Estado da arte

As espécies do génetavandulaforam objeto de estudo por diversos autores ao
longo dos séculos XVIII e XIX, nomeadamente Lunda(@780), Cavanilles (1802), Gingins
(1826), Bentham (1833, 1834) e Briquet (1895), sodtados em Suarez-Cervera & Seoane-
Camba (1986). Posteriormente, Chaytor (1987)em Suéarez-Cervera & Seoane-Camba
(1986), elaborou uma monografia bastante complerated género, com esquemas
representativos de algutexa existentes na Peninsula Ibérica; Rozeira (19484)1€t em
Suarez-Cervera & Seoane-Camba (1986) debrucoukse as espécies da seccdo Stoechas,
descrevendo as diversas espécies e subespéciedranidlo o seu trabalho com imagens de
plantas inteiras; Barbier (1962)t em Gilly (1997) dedicou-se ao estudo das lavaisdula
francesas, representando esquemas das bracteadiferentes espécies. Estes trabalhos
serviram de inspiracdo a Suarez-Cervera & Seoan®&€#1986), que realizaram um estudo
morfolégico bastante completo do géneéavandulada Peninsula Ibérica tendo por base a
morfologia dos caracteres de maior importanciaistareatica deste género, nomeadamente a
morfologia das bracteas férteis e estéreis, o dapemdiculado do célice, os estigmas, as
inflorescéncias e o corte transversal das folhas) especial atencdo ao indumento das
mesmas. Neste estudo, os autores utilizaram matiegaco e analisaram diferentes
exemplares de herbario, sugerindo uma divisdo aergdavandulaem quatro seccdes-
seccédo lLavandula L. (L. angustifolig L. lanatae L. latifolia); seccao II-StoechasGingins
(L. luisieri, L. pedunculataL. sampaioanal. stoechasL. viridis); seccao llI-Dentata
Suarez-Cervera& Seoane-Cambal( dentatd e seccédo |V-PterostoechasGingins (.
multifida) (Suéarez-Cerver& Seoane-Camba, 1986).

Para além das caracteristicas morfologicas refgridutros caracteres foram tidos em
conta para esta classificagdo, nomeadamente aasci@poldgicos (Suarez-Cervera, 1987,
cit em Zuzarte, 2007); cariolégicos (Suarez-Cerver86)1@ palinolégicos (Suarez-Cervera,
1985; Suéarez-Cervera & Seoane-Camba, 1985, 198Fstd em Suarez-Cervera & Seoane-
Camba, 1986). Contudo, nestes trabalhos ndo foramsiderados aspetos fitoquimicos,
nomeadamente a composi¢cdo quimica dos Oleos esiserieste caracter sé foi valorizado
mais tarde nos estudos de Garcia-Vallejo (1992em Zuzarte (2007), que realizou um
ensaio sobre a quimiotaxonomia dasvandulaslbéricas. Neste trabalho, a autora pretendeu
iniciar o estabelecimento da taxonomia do génersedrao-se fundamentalmente na

composicdo quimica dos 6leos essenciais.
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1.2.3- Importancia econémica

O géneroLavandula é cultivado, em grande parte, devido ao seu teoréio
essencial, que € extraido por destilacdo pelo vdpdigua a partir dos ramos floridos das
plantas. Varias espécies sao também cultivadasopemanércio das flores frescas ou secas e
muitas sao plantas ornamentais, sendo bastanteefrexg em jardind.avandula angustifolia
L. x intermedia L. latifolia e L. stoechasséo as 4 espécies mais valorizadas principalmente
na industria alimentar, perfumaria, cosmética mééutica (Urwin & Mailer, 2008).

A elevada importancia econdmica do géneavanduladeve-se principalmente aos
Oleos essenciais produzidos em tricomas glanduldmsomas glandulares sao estruturas
secretoras externas frequentemente presentes maaceae onde se produzem e acumulam
Oleos essenciais. HA uma grande diversidade damiag que depende principalmente do
namero de células secretoras e comprimento daacgaduncular. Ha também diferencas no
gue respeita a densidade e a sua localizacdo darey@, bem como o tipo de secrecao
produzida (Vianna, 2009).

O génerd_avandulaproduz valiosos 0leos essenciais, principalmeata p industria
alimentar (aromatizante), perfumaria, cosméticamnaterapia (Zuzartet al, 2011a) e o seu
consumo pode atingir cerca de 1000 toneladas emmalgespécies (Brud, 2010). No entanto,
muitas outras aplicacdes podem ser perspetivadas) sugerido em varios trabalhos sobre a
atividade biologica deste género. Os OdleosLdeandulatém sido relatados como tendo
propriedades sedativas e antiespasmoddicas, bem ctando atividade acaricida,
antibacteriana, antifUngica e antioxidante (Zuzateal, 2011a). Mais recentemente foi
também sugerido a aplicacdo dos 6leos@endulacomo biopesticidas (Gonzéalez-Coloma
et al, 2006).

1.2.4- Espécies nativas de Portugal

No que diz respeito a Portugal, estdo identificazlaso espécied.. pedunculatal.
viridis, L. latifolia, L. multifida e L. luisieri (= L. stoechassubsp.luisieri)- Fig. 3 (Franco,
1984; Zuzarte, 2012). Neste trabalho, as espésieshidas foranl. multifida e L. viridis
(Fig. 3A e Fig. 3D, respetivamente), por dois magiyprincipais: o primeiro prende-se com o
facto de eni. multifida o rendimento dos Oleos essenciais ser muito @aiasegundo esta

ligado ao potencial interesse para futura explarag@lustrial, devido as propriedades
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biolégicas dos 6leos essenciais, recentemente ddradas nestas duas espécies (Zuzdrte
al., 2011a; 2011b; 2012).

Figura 3. Espécies do génetaavandula A: L. multifida; B: L. luisieri; C: L. latifolia; D: L.
viridis; E: L. pedunculatgFonte: http://www.flora-on.pt/#/1lavandula+multi&)

1.2.5-Lavandula multifidal_.

L. multifida é provavelmente a espécie mais conhecida e larganueltivada da
seccdo Pterostoechas. Esta espécie foi primeirantdcrita por Carolus Clusius (1526-
1609) comoLavandula multifido folioem Hispanias Observatururilistoria publicada em
1576. O nome binomial atual da espécie foi dadoljpmeu em 1753 (Upson & Andrews,
2004).

L. multifida é tipica da regido oeste Mediterranica (Portugapanha, Marrocos e
Argélia, estendendo-se a Libia, Italia, Egipto eade do Sudéo) - Fig. 4 (Upson, 2002).

40N =

35N -
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Algeria {

Libya
e Egypt
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I L L I Il L 1

1 1 !
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Figura 4. Distribuicdo dd_avandula multifidgadaptado d&Jpson & Andrews, 2004).
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L. multifida (Fig. 5A) é um arbusto de base lenhosa com 30+#b0As folhas tém 3-6
cm (incluindo o peciolo) x 15-30 mm, sdo ovadaspfygrdamente pinatissectas a
bipinatissectas (Fig. 5B). Os caules tém tricomasdns, simples e longos (por vezes sO
presentes perto da base) que cobrem os tricomass ctamificados (Figs. 5C, 5D). O
pedunculo da inflorescéncia é geralmente ramificaaldase e a flor tem dimensdes de 5-8
cm (Fig. 5E). Bracteas elipticas com apice fortemegudo, tipicamente com trés nervos
escuros + de igual comprimento do calice (Fig. &pulo médio superior do célice com
uma forma distintamente deltéide. Corola bicoldg(BE), onde os I6bulos inferiores sdo de
cor violeta a desvanecerem-se para azul-violetal@mgos superiores, com diretrizes mais

escuras (Upson, 2002).

Figura 5. Diversos aspetos morfol6gicos He multifida- A: planta no seu habitat natural
(Fonte: http://www.flora-on.pt/#/1lavandula+multi); B: pormenor das folhas (Fonte:
http://www.flora-on.pt/#/1lavandula+multifida); G:aule com os tricomas longos e curtos
(http://www.flora-on.pt/#/1lavandula+multifida); Dpormenor da localizacdo dos tricomas
longos e curtos no caule (adaptadolUfeson & Andrews, 2004); E: flor e corola bicolor
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(Fonte: http://www.flora-on.pt/#/1lavandula+multifi); F: pormenor das bracteas (adaptado
deUpson & Andrews, 2004).

Em termos de habitdt, multifida € comum em matos subnitrofilos, em arribas litorai
ou prados xerdfilos. Encontra-se vulgarmente enstsatios rochosos ou pedregosos basicos
(preferencialmente calcarios) mas também em sslso(xistos) em vertentes termofilas
expostas a sul em altitudes que vdo desde o nivehat até 1500m (http://www.flora-
on.pt/#/1llavandula+multifida).

O periodo de floracao desta espécie € de fevaatwil e de outubro a novembro e o
seu estado de conservacédo é pouco preocupanten(@psadrews, 2004).

No que toca a etnoboténida, multifida € cultivada como ornamental. Em Marrocos
utilizam-se infusdes de ramos floridos como argittes e na Libia é usada no tratamento de
varias doencas que afetam as criancas (Upson &wsii2004).

O nuamero de cromossomas tem vindo a ser utilizad@occaracter taxonémico por
diversos autores (Garcia, 19di2 em Upson & Andrews, 2004; Buyukli, 19¢@2 em Upson
& Andrews, 2004; Suarez-Cervera, 1986). Na litaetasta espécie esta descrita como tendo
2n=24 cromossomas (Upson & Andrews, 2004).

Estudos em SEM demonstraram duemultifida tem um indumento foliar muito
heterogéneo, relativamente aos tricomas ramificad@s-glandulares e aos tricomas
glandulares. Nesta espécie existem tricomas dggftado, capitado tipo |, capitado tipo Il e
tricomas glandulares bifurcados. Um tipo misto ri@mas com caracteristicas de tricomas
glandulares e tricomas ndo glandulares (ramificatistos) foi também reportado nesta
espécie (Zuzarte, 2012).

Relativamente a composi¢cdo quimica do Oleo esdemdal. multifida, este
caracteriza-se por apresentar elevados teores detenpenos, sendo carvacrol e e &is-

ocimeno os constituintes maioritarios (Zuzatal.,, 2011b).

1.2.6-Lavandula viridisL'Hér L.

A primeira referéncia davandula viridisdatade 1651(Bauhin & Cherleyr 1651 cit
em Upson & Andrews, 2004). Muitos autores pré-Limsareconheciam esta espécie, porém,
0 préprio Lineu (1753), ndo a conhecia e também fodoeferida na primeira monografia
Lavandula (Ludmark, 1780cit em Upson & Andrews, 2004). No periodo pds-Linem u

botanico amador francés - Charles-Louis L’'HéritlerBrutelle (1746-1800) - descreveu pela
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primeira vez esta espécie baseando-se em mateliati@ na llha da Madeira por Francis
Masson (Upson & Andrews, 2004).

E indiscutivel que.. viridis € nativa do sudoeste de Espanha e de alguns kcais
sudeste portugués, em altitudes bastante baixgsfiContudo, continua por esclarecer se
L. viridis é nativa ou foi introduzida na Madeira (Upson &éews, 2004).

NE
L
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Figura 6. Distribuicdo dd_avandula viridis(adaptado d&Jpson & Andrews, 2004).

L. viridis € um arbusto lenhoso de 30-50 cm (Fig. 7A). ARdslamplamente linear-
lanceoladas, de coloracao verde (Figs. 7B-C), aptasn um distintivo e denso indumento
glandular (Fig. 7D), que Ihes confere uma senspeg@ajosa, com um cheiro forte semelhante
a limdo. A inflorescéncia é uma espiga- tipo dehoacom flores sem pedunculo, até 8 cm
(Fig. 7E). Bréacteas obovadas ou amplamente ovadas;e acuminado, margens
frequentemente crenuladas, 1-1,2 x 0.9-1,2 cmchsasverdeadas (Fig. 7F) (Upson, 2002).
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Figura 7: Morfologia deL. viridis- A: planta no seu habitat natural (Fonte: httpmwflora-
on.pt/#/llavandula+viridis); B: pormenor das folhas da inflorescéncia (Fonte:
http://www.flora-on.pt/#/1lavandulatviridis); C: puenor das folhas (Fonte:
http://www.flora-on.pt/#/1lavandula+viridis); D: pmenor da localizagdo dos tricomas no
caule (adaptado deUpson & Andrews, 2004); E: flor (Fonte: http://wwilera-
on.pt/#/1llavandula+viridis); F: pormenor das brastéadaptado ddpson & Andrews, 2004).

Em termos de habitdlt, viridis encontra-se em matos (estevais, urzais) na orsolou
coberto de sobreirais, carvalhais, azinhais, mddisrou pinhais; geralmente em vertentes ou
barrancos sombrios, em substratos acidos pedredrstss, sienitos, raramente arenitos)
(http://www.flora-on.pt/#/1lavandula+viridis).

O periodo de floragdo desta espécie na naturemtredrearco e junho e o seu estado
de conservacao € de pouco preocupante em Esp&drtugal. (Upson & Andrews, 2004).

No que toca a etnobotanich, viridis € cultivada como ornamental. Na llha da
Madeira utilizam-se as folhas secas como plantaaimedle também pode ser utilizada como
aromatizante dos alimentos (Upson & Andrews, 2004).

A guarnicdo cromossémica desta espécie esta iradioadliteratura como 2n=30
cromossomas (Upson & Andrews, 2004).

Recentemente tém sido efetuados estudok. eimnidis, particularmente nos seus 6leos
essenciais, que demonstram 0 seu enorme potermiab @gente antifingico. O oleo
essencial desta espécie € caracterizado por uradeleéeor de monoterpenos oxigenados,
sendo o principal constituinte 1,8-cineol (Zuzateal, 2011a).

Adicionalmente, estudos realizados em SEM demaastraquel. viridis tem um
indumento foliar muito heterogéneo, relativamerds ticomas glandulares. Nesta espécie
existem tricomas do tipo peltado, capitado tipadpitado tipo Il e tricomas glandulares
bifurcados (Zuzarte, 2012).

1.3- Oleos essenciais

1.3.1- ConsideracgOes gerais

Os oOleos essenciais, também conhecidos como esséauai 6leos volateis, sdo

produtos naturais formados por varios compostosateisl, principalmente compostos
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terpénicos. Segundo a International Standard OQrgdon on Essential Oils (ISO TC - ISO
9235, 1997cit em Zuzarte, 2012) e a Farmacopeia Europeia (CGomskl Europa, 200¢it

em Zuzarte, 2012), um Oleo essencial é definidooconproduto obtido a partir de matéria-
prima vegetal por hidrodestilacdo, destilacdo aova@p destilacdo seca ou por um processo
mecanico apropriado sem aquecimento (para frutineos). Esta definicdo exclui outros
produtos aromaticos/ volateis obtidos por difereméenicas extrativas, como a extragdo com
solventes, extracdo com fluido supercritico e compas gordos (Zuzarte, 2012).

Os Oleos essenciais estdo presentes em todo o vegetal, criptogamicas e
fanerogamicas, podendo ser encontrados na maiosaddos vegetais, nomeadamente,
raizes, rizomas, caules, cascas, folhas, floress(fnequentemente nas inflorescéncias),
frutos, sementes, sendo produzidos em estrutura®etems especializadas (externas e
internas) ou resultando da hidrélise de heterog@ameton, 1991).

Durante muito tempo, estes compostos foram coralder meros catabolitos do
metabolismo vegetal. Atualmente sabe-se que desdrape funcdes ecofisiolégicas de
extrema importancia, que foram determinantes agoaa evolucdo das espécies arométicas.
Por outro lado, os Oleos essenciais sao tambénonmedpeis por varias caracteristicas da
prépria planta, que, desde muito cedo, despertararteresse do Homem, constituindo, por
isso, a matéria-prima de numerosas industrias. aDaste, por exemplo, 0 seu uso ha
industria farmacéutica devido as diversas propdesgabiol6gicas que |lhes séo atribuidas
(Edris, 2007).

Sendo considerada uma resposta ecolégica comurdas s espécies aromaticas
vegetais, a libertacdo de compostos volateis pep#os vegetativos e reprodutores da planta
tem por objetivo a dissuaséo a ataques de fitéfagasatracdo de predadores naturais desses
fitéfagos, a defesa contra agentes patogénicos dongms e bactérias, a atragdo de insetos
auxiliares quer na polinizagdo quer na dispersésedeentes e efeitos alelopaticos inibindo a
germinacao de plantas proximas. Desempenham tambemmportante papel na economia
hidrica das plantas, contribuindo para a reguladdoevapotranspiracdo ao saturarem o
ambiente envolvente dos estomas, regulando iguédneetemperatura interna da planta por
reflexdo das radiagcbes, proporcionada pelas pdgues das secrecées de aumentarem o

brilho da superficie foliar (Lima, 2009).
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1.3.2- Estruturas secretoras

A sintese e acumulacao dos Oleos essenciais estmgnte associadas a presenca de
estruturas secretoras especializadas que se padafizdr a superficie da planta, como os
tricomas secretores e osmoéforos ou no interioredeads vegetais, como os idioblastos,
canais e bolsas (Bruneton, 1991).

O tipo e a localizagdo das estruturas secretorm:gdnalmente caracteristicos da
familia a que pertencem, o que poderd ser muitonatidentificacdo da autenticidade do
material vegetal (Craker, 199€lf em Salgueiro, 1994).

A estrutura secretora mais simples consiste nurudadéolada, que se distingue das
células parenquimatosas que a rodeiam, por serrmgoesentar gotas de esséncia no
citoplasma e possuir uma cuticula mais espessasi@séforos sdo areas do tecido floral com
células secretoras, estruturalmente diferentes addislas adjacentes. Existem também
cavidades secretoras, mais ou menos esféricadtardes do afastamento das células do
parénquima ao longo da lamela média (processo zsgpnico) ou da desintegracdo dessas
células (processo lisogénico). Estas cavidadesdsfineadas por uma camada secretora,
sendo por vezes preenchidas com células de parmealeqlie também armazenam Oleos
essenciais produzidos nos seus plastideos. Vanadacles alongadas constituem os canais
secretores que podem ramificar e formar uma residede caule da planta até as folhas, flores
e frutos. As cavidades secretoras sdo formadasumpar camada epitelial que rodeia uma
cavidade central. Os 6leos essenciais sdo biosaates nos leucoplastos das células
secretoras da camada epitelial e movem-se para vadada central via reticulo
endoplasmatico (Svoboa al., 2000cit em Zuzarte, 2007).

Muito frequentemente, os Oleos essenciais locaiganmem tecidos secretores
epidérmicos denominados tricomas glandulares. E$#@s origem numa célula da
protoderme, que se distingue das células vizinlmasspr mais volumosa, apresentar um
nacleo hiperatrofiado e um citoplasma muito denaterker et al, 1985cit em Zuzarte,
2007).

Os tricomas podem ser peltados ou capitados e waoose nos caules, folhas e em
algumas partes florais, como por exemplo, no cé@lasLamiaceae. Os tricomas peltados sédo
formados por uma célula basal, um pediculo curiama cabeca com células secretoras
organizadas numa ou mais camadas. Os tricomasdapisdo constituidos por uma célula
basal, um pediculo comprido, uni ou pluricelulaurea cabeca formada por uma ou duas
células (Werkeet al,, 1985cit em Zuzarte, 2007).
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Nas Lamiaceae, em particular, tém sido realizadersbs estudos de caracterizagcao
das estruturas secretoras (ex. Ascemsad, 1995, 1999; Antunest al, 2004; Marinet al,
2006; Zuzarte, 2007; 2010; 2012).

No entanto, atendendo as espétiesultifidae L. viridis 0s estudos sdo mais escassos,

destacando-se os trabalhos de Zuzarte, 2012.

1.3.3- Composicao quimica

Quase todos 0s Oleos essenciais sdo extremameni@e®0s na sua CoOmposicao,
sendo constituidos por uma grande variedade de agiogoquimicos com diferentes grupos
funcionais, pertencentes a diferentes classes ca$miOs terpendides sao 0s constituintes
predominantes dos 0leos essenciais, contudo moiwss sdo também compostos por
fenilpropandides (Sangwaat al, 2001).

Os terpenos resultam da condensacéao de uma umidaticarbonada (isopreno) e por
isso sdo designados muitas vezes de isoprendidess Eompostos formados por unidades
isoprénicas (6Hg), sao classificados de acordo com o niumero deadaglque os constituem
em: hemiterpenos (uma unidade), monoterpenos (duédades), sesquiterpenos (trés
unidades), diterpenos (quatro unidades) e outros. n@noterpenos (GHis) € 0sS
sesquiterpenos (gH»4) sdo os terpenos mais frequentes nos 6leos easemuidendo ocorrer
na forma aciclica, monociclica, biciclica ou triici@, quer como hidrocarbonetos quer na
forma de derivados funcionais oxigenados, comoo#c@teres, aldeidos, cetonas, ésteres e
fendis (Proenca da Cunkaal, 2005).

Como se pode observar na figura 8, nas plantasulzass 0s terpenos sao
biossintetizados através de duas vias: a via depémddo mevalonato (MVA) e a via
independente do mevalonato, também chamada vi€doe&2il-D-eritritol 4-fosfato/1- deoxi-
D-xilulose-5-fosfato (MEP/DOXP) (Bouwmeester, 2008) primeira tem lugar no citosol,
enguanto a segunda ocorre nos cloroplastos (Sargvein2001).

Os fenilpropandides sdo sintetizados pela via ddoachiquimico, sendo os seus
principais precursores 0 acido cinamico e o apdhidroxicinamico, originados a partir dos

aminoacidos aromaticos fenilalanina e tirosingpe&gsamente (Sangwaet al, 2001).
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Figura 8. Biossintese dos terpenos nas plantas. As setaisgasite tracejadas representam
passos enzimaticos simples e multiplos, respetiaean®MADP- dimetilalil difosfato; FDP-
farnesilo difosfato; GDP- geranil difosfato; GlyARP- gliceraldeido-3-fosfato; HMG-CoA-
hidroximetilglutaril-CoA; IDP- isopentenilo difose; MVA- 4cido mevalonico; MEP- metilo
eritritol fosfato; CYTP450- hidroxilase do citocronP450; FPS- FDP sintase; GPS- GDP
sintase PIB; HMGR- HMG-CoA redutase; MTS- monotapeintase; STS- sesquiterpeno
sintase (Bouwmeester, 2006).

1.4- Biotecnologia Vegetal

1.4.1- Breve resenha historica

A Biotecnologia Vegetal € um conjunto de metodasgide base bioldégica que
permitem manipular as plantas com objetivos espesif Ao longo do tempo, nesta area,
podem assinalar-se marcos importantes, que de famaguivoca contribuiram para este
avanco. Assim, pode dividir-se esta retrospetivatohca em trés periodos: periodo
observacional, periodo da cultunavitro e periodo da biologia molecular (Canhoto, 2010).

O periodo observacional inicia-se com o estabeletion da teoria celular por
Schwann e Schleiden (1838-1938) em Canhoto (2010) até a obtencdo das primeiras
culturasin vitro de forma indefinida por White, Gautheret e Nobéc@am 1939cit em
Canhoto (2010). Neste periodo foram feitas destabgue sdo fundamentais para o que hoje
€ a Biotecnologia Vegetal, tais como os contriba®®arwin com a sua teoria da evolucéo e
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0s seus estudos da floracao, selecédo artificimlsentbvimentos das plantas através dos seus
ensaios sobre o fototropismo, o estabelecimentdetiada hereditariedade de Mendel (1865)
cit em Canhoto (2010), os ensaios do estabelecimentoullurasin vitro de Haberlandt
(séc.XX)cit em Canhoto (2010) e a descoberta de Went (1826n Canhoto (2010) que a
auxina (mais tarde identificada como 1AA) promodigisdes celulares em tecidos vegetais.
O periodo da culturen vitro é caracterizado por enormes progressos em asjgetasgturan

vitro de plantas. Foi nesta fase que se comprovou aiémoia de varios elementos minerais
para as plantas, tendo surgido formulacfes nstque ainda hoje sédo bastante utilizadas na
cultura de células vegetais, sendo a mais conhetit@rada por Murashige e Skoog (meio
de cultura MS, 1962). Este periodo também ficoucadw pela propagacao de plantas atraves
da cultura de meristemas (Morel, década de 5Mtengdo de embrides a partir da cultura de
células somaticas, o que demonstrou de forma eeiderotipoténcia das células vegetais
(Stewardet al, 1958cit em Canhoto, 2010; Reinert, 1988 em Canhoto, 2010). Por fim, o
terceiro periodo- o da biologia molecular- inicea-em meados dos anos 80 e vai até a
atualidade. E caraterizado pela obtencdo de plaetasticamente modificadas utilizando um
veiculo naturalAgrobacterium tumefacieff€anhoto, 2010).

1.4.2- Culturdn vitro - consideracdes gerais

Como j& foi referido, a culturan vitro de plantas teve inicio com os trabalhos de
Haberlandt e sofreu um forte impulso com a destabgas auxinas, a que se seguiu a
descoberta de outros grupos de hormonas vegetais. definir-se culturén vitro como o
estabelecimento e manutencdo, em condicOes labarstode células, tecidos, 6rgaos
vegetais, plantas ou massas de células, vulgarntesignadas por calogallus). Estas
culturas sdo mantidas em condicbes assépticas, pditar a contaminagcdo por
microrganismos e sao utilizadas com diversas tiadks, por exemplo a producdo de
metabolitos secundarios (Chawla, 2010).

A culturain vitro engloba um conjunto de procedimentos experimemzs podem
ser utilizados, entre outros objetivos, para a opi@pagacao de plantas.

No processo de micropropagacdo o explante é remaladplanta e colocado num
meio de cultura artificial, solido ou liquido, foagho por agua, uma fonte de carbono,
nomeadamente sacarose ou glucose, macronutrientd@sronutrientes, vitaminas,

aminoacidos, inositol e reguladores de crescim@dibawla, 2010).
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A micropropagacdo engloba um conjunto de trés ¢ésniliferentes que variam entre
si no tipo de explante utilizado e na respostadabtEssas técnicas sao a proliferacdo de
meristemas existentes no explante original, a fodmale embrides somaticos e a inducao de
organogénese (Canhoto, 2010).

O primeiro método baseia-se na utilizacdo de negnias que em cultura proliferam e
originam rebentos caulinares. Muitos autores adrbwa designacdo de micropropagacao a
este procedimento. As fases que compdem este moE@d estdo esquematizadas na figura
9.

Iniciacéo e Alongamento e Aclimatacdo
estabelecimentdy Multiplicacao enraizamento das plantas
das culturas dos rebentos || regeneradas

Preparacéo

da planta mae
\J \J \J \J \ ]

Figura 9. Fases de um ciclo completo do método de micropwgdsg por proliferacao de

meristemas.

A embriogénese somatica e a organogénese sao, nambécnicas de
micropropagacao usadas na clonagem de plantasemague as estruturas formadas sdo
induzidasde novo No caso da embriogénese somatica sdo formadaguess bipolares
semelhantes aos embrifes zigoéticos e designadogdeslsomaticos, enquanto no caso da
organogénese se formam estruturas unipolares aptagdt da diferenciacdo de um novo

meristema (Chawla, 2010).

1.4.3- Poliploidia e sua induc#@ovitro

A poliploidia € comum e tem desempenhado um pappbitante na evolucdo das
plantas com flor, sendo que a poliploidia natusthgresente na familia Lamiaceae, como

por exemplo enGlechoma, Lavandula ThymugUrwin et al, 2007).
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Esta poliploidia natural pode ocorrer por duplicagé@matica dos cromossomas ou por
producdo funcional de gametas diploides, devidobarracbes no processo meiotico-
poliploidizacdo sexual (Camadro & Peloquin, 1980).

Para além deste aspeto, o aparecimento de pokgl@ade ocorrer via autopoliploidia
(varios conjuntos de cromossomas provenientes dgammespécie) (Lyrenet al, 2003), ou
via alopoliploidia, a partir da formacdo de hibsdmtraespecificos ou inter-genéricos
resultantes da duplicacdo dos dois genomas presemteibrido (Olseert al., 2006).

Apesar da grande relevancia em termos do nivelugvo] a frequéncia com que
surgem poliploides na natureza € baixa, comparandoa rapidez associada as técnicas de
melhoramento vegetal. Assim, € de suma importamdasenvolvimento de metodologias e
protocolos eficientes para a inducdo da duplicagémossomica em condi¢fes artificiais e
controladas (Petersen al, 2003).

Estas metodologias baseiam-se maioritariamentep@sigdo de tecidos cultivados
vitro a agentes c-mitéticos e tém sido usados com suoesmducdo de plantas tetraploides
(Antunes, 2010).

No que diz respeito as poliploidizagfes, as plateaasploides sdo aquelas que, em
termos agronémicos, sdo as mais importantes, poihaticultura, os tetrapléides geram
muitas vezes variantes que podem possuir cardaiasishorticolas e/ou ornamentais
melhoradas (Vainola, 2000; Shebal, 2003; Yanget al, 2006). Na producéo de metabolitos
secundarios, a variacdo da ploidia tem impacto eodimento da producdo destes
metabolitos, em culturas vitro (Faizalet al, 2013).

Os fatores que influenciam a taxa de producao tdeptéidesin vitro sdo o gendtipo
(Peterseret al, 2003), o tipo e nivel de desenvolvimento do a&xid e o tipo, modo de
aplicacdo, concentracdo e tempo de exposicao adeagemitdtico (Chauviret al, 2003;
Yanget al, 2006; Dhooghet al, 2009).

Em termos de tipo de material vegetal, podem smtasssegmentos nodais (Escandon
et al, 2005), rebentos (Zhangt al, 2008), sementes (Urwiat al, 2007), tecido caloso
(Peterseret al, 2002) e embrides somaticos desenvolvidos arpiatum embrido zigotico
imaturo (e.g., Yangt al, 2006).

Os agentes c-mitéticos ligam-se geralmente a toduinibindo deste modo a sua
polimerizacdo e consequente formac&o de microtgbeil@ migracdo polar dos cromossomas
durante a divisdo celular (Petersstnal, 2002). No entanto, este efeito é reversivebegss
concentracbes dos agentes mitoticos forem adequadascausa a morte celular, o que

permite as células sofrerem mitoses normais quartdeonposto utilizado é removido.
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Ao impedirem a formacéo do fuso acromatico durantivisdo celular, os agentes c-
mitéticos permitem a replicacdo do DNA, contudoepasacdo dos cromossomas em dois
nucleos filhos ndo ocorre (Olsenal, 2006), fazendo com as células figuem com o ddhro
guarnicdo cromossomica.

Por outro lado, a concentracdo dos agentes c-nugdpiode, para além de afetar a taxa
de duplicacdo cromossémica, resultar em efeitosdéxque, consequentemente, reduzam o
namero de explantes sobreviventes. Portanto, nantemnto, € requerido um compromisso
entre os eventuais efeitos toxicos e os de duglccatpmossoémica (Yareg al, 2006).

A colquicina é um dos agentes c-mitdticos maiszatilos devido as elevadas taxas de
sucesso obtidas num numero elevado de espécietaigegendo um alcaldide extraido de
Colchicum autumnaléPeterseret al, 2002).

A duplicacdo cromossémica usando colquicina temdovira ser utilizada nos
programas de melhoramento de plantas. O resultaaplantas polipldides que muitas vezes
tém folhas, flores, frutos e sementes mais deseicas do que os exemplares dipldides
Além disso, o cruzamento de plantas tetrapléides dipldides permite obter tripldides que
por vezes formam frutos partenocéarpicos (Séiaal, 2003; Escanddet al, 2005; Yanget
al., 2006; Zhanget al, 2008).

Entre os fatores fundamentais a testar e otimigaardo da aplicacdo de agentes c-
mitéticos a uma nova espécie vegetal, encontram-sencentracdo e o tempo o6timos de
exposicdo ao agente c-mitético para que haja unpromisso ideal entre a taxa de inducao
de polipldides e a sobrevivéncia dos explantesolguicina tem uma baixa afinidade para as
tubulinas das plantas, o que torna necessaria apigacdo em concentracdes mais elevadas,
na ordem do milimolares. Este facto leva a nive@snelevados de toxicidade quer no
imediato (senescéncia do material) quepasteriori na regeneracdo de rebenfosvitro
(Caperteet al.,2006).

O tipo de cultura e 0 modo de contacto com o agemdtico também tém de ser
tidos em conta.

A inducdo de poliploidian vitro através destes agentes pode gerar, para além de
tetrapléides puros, um dado numero de mixopléidassgja, tecidos quiméricos constituidos
guer por células diploides quer por células tefidel). A eventual ocorréncia de um grande
numero de mixopléides deve-se, principalmentejpaode tecido usado (Vainola, 2000).

O préprio agente utilizado também influencia o nionde quimeras, existindo

algumas evidéncias de que possam ser em numero paai a colquicina do que para 0s
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outros agentes c-mitoticos (Shabal, 2003). Outros efeitos colaterais indesejadokiéms
mutacdes gendmicas, aneuploidia, selecdo intrasagemtre outros (Petersenal, 2002).

Uma vez que a inducao da poliploidmavitro ndo € completamente eficiente, ou seja,
nas culturas existirdA um certo nimero de plantdigfdides, outro de tetrapléides e de
mixopldides, é necessario uma monitorizacao efa@azivel de ploidia das plantulas que
foram sujeitas a tratamento (Chauwh al, 2003). Desta forma, podemos selecionar as
plantulas com o nivel de ploidia desejado.

O nivel de ploidia pode ser determinado por vapimeessos. Um deles é através da
observacdo e contagem do numero de cloroplastesemqtes nas células estomaticas, a sua
densidade e o seu tamanho. Outro € através dageamtdo numero de cromossomas em
células em metafase. Também se pode determinarebde ploidia por andlise do teor em
DNA através da citometria de fluxo (Yargal, 2006 Urwin et al., 2007).

Apesar de conceptualmente simples e pouco dispem¢i@adota & Niimi, 200Zit em
Antunes, 2010), a andlise dos estomas é atualnvem&Ederada uma metodologia pouco
fihvel uma vez que as condicbes ambientais e aidiadplantula podem condicionar os
resultados (Royet al, 2001 cit em Antunes, 2010). No que diz respeito & contagem d
numero de cromossomas, a fiabilidade do métodoimt&iamente dependente do tamanho
(menos fiavel quanto mais pequenos) e niumero deassomas (menos fiavel quanto maior
0 nimero de cromossomas) por célula em metafasemi& metodologia igualmente
dependente da presenca de células em divisdo yakbénte sdo usadas células do apice de
raizes jovens; Yangt al, 2006) e bastante morosa (Dhooghal.,, 2009).

Por sua vez, a citometria de fluxo € uma técni@envolve a andlise das propriedades
Oticas (disperséo da luz e fluorescéncia) de pgaaue fluem numa suspensao liquida e que
foram previamente tratadas com um fluorocromo quiga estequiometricamente ao DNA.
Comparativamente aos métodos enunciados acimatometria de fluxo apresenta as
seguintes vantagens: é mais conveniente (a pré&umarda amostra € facil), rapida
(processamento de dezenas de amostras num unide tliabalho), ndo necessita de células
em divisdo, é uma metodologia ndo destrutiva (umastra pode ser preparada a partir de
apenas 50 mg de tecido foliar) e é capaz de detéxaploidias (Loureiro, 2007).

De qualquer das formas, é boa pratica confirmaesgtados obtidos por contagem dos

cromossomas e de cloroplastos num namero mininptédéulas (Antunes, 2010).
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1.4.4- Melhoramento vegetal dravandulaspp.

Os metabolitos resultantes das espéciekadandulapodem ser obtidos a partir de
plantas selvagens ou a partir de plantas cultivabasentanto, por razbes ambientais, a
colheita de grandes quantidades de plantas a cresgentaneamente deve ser evitada, uma
vez que pode ameacar a continuidade das espéceduar a sua biodiversidade. Nesse
sentido, a atencdo deve ser deslocada para o @béserento de protocolos eficazes para a
propagacéo de plantas, a fim de produzir elevadastiglades de planta a partir das quais os
produtos de interesse, como por exemplo o0s 6lessneimis, possam ser extraidos,
impedindo assim a exploracao das populacdes selsdgazarteet al, 2010).

Os métodos utilizados na culturavitro sédo, portanto, uma excelente solucéo. Estas
metodologias permitem, com grande éxito, obter tplancom uma melhor qualidade
fitossanitéria, a criagdo de variabilidade genétitiana selecio de variedades melhoradas e o
armazenamento de germoplasma (Brown & Thorpe, 1995)

Entre estes procedimentos alternativos destacanasemicropropagacao, a
transformacdo, a criopreservacdo e a indugcdo deloiti@ ou poliploidia,
técnicas/metodologias inseridas na area da BiokegiaoVegetal.

No que toca ao génerhavandula tém sido realizados estudos nesta area,
nomeadamente na micropropagacdo (mais especifitamen regeneracam vitro de
algumas espécies a partir da cultura de segmeattzssou através da regeneracao a partir de
calos). Foram realizados ensaios lenangustifolia(Al-Bakhit et al, 2007; Machado, 2011,
Bonaet al, 2012), enl. latifolia (Calvo & Segura, 1989; Al-Bakhét al, 2007), enl. vera
(Tsuroet al, 1999), enL. viridis (Dias et al, 2002; Nogueira & Romano, 2002) e ém
pedunculata (Zuzarte, 2007; 2010). Os resultados obtidos témstrado que a
micropropagacdo das diferentes espécies do gémmandularequer condi¢cdes especificas
para cad@aaxonem estudo.

Relativamente a composicdo quimica dos Oleos dsseme plantas regeneradas
vitro existem trabalhos erh. viridis (Nogueira & Romano, 2002) e em pedunculata
(Zuzarte, 2007; 2010).

Estudos anteriores da inducao de poliploidia npga@ss alvo deste trabalho néo séo
conhecidos. No entanto, a inducédo de poliploidiaggoeroLavandulafoi referida emL.

angustifolia(Urwin et al, 2007) e enk.. vera(Raevet al, 1996).
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1.5 — Contextualizacéo do trabalho e objetivos

O laboratério de Biotecnologia Vegetal do DepartatmeCiéncias da Vida da
Universidade de Coimbra, juntamente com o labamtBarmacognosia da Faculdade de
Farmacia da Universidade de Coimbra, nos ultimas,a&m dedicado parte da sua atividade
a valorizacdo das lavandulas portuguesas, incluindoultifida e L. viridis, espécies alvo
deste trabalho.

Apesar do reconhecido valor econdémico das lavasduéé ao momento, foram
desenvolvidos poucos esforcos para o melhorameagetal nas duas espécies acima
mencionadas, com as plantas cultivadas a diferirento pouco das que se encontram no
estado selvagem, apresentando por isso produgbegadas qualitativa e quantitativamente
em Oleos essenciais.

Com este proposito o principal objetivo deste tifatdoi a propagacam vitro e
poliploidizacdo das espécikés multifida e L. viridis, com vista a uma melhor producéo de
Oleos essenciais, quer guantitativamente quer tgtiedimente. Para tal foram utilizadas
técnicas de micropropagacédo, bem como protocoladtel@cdo do numero de ploidia.

Para a concretizacdo deste objetivo geral forameatelas as seguintes tarefas:

1- Multiplicacdo de culturag vitro de forma a manter uma colecédo de laboratorio,
minimizando as colheitas nas populagdes selvagens.

2- Inducao de poliploidia nas duas espécies alvo dad@ aumentar o rendimento
na producdo de Oleos essenciais. Para a concéalizigste objetivo, os explantes lde
multifida e L. viridis foram expostos a acao da colquicina, a fim de imghatiploidia.

3- Obtencdo de plantas selecionadas enraizadas e atdias para posterior
transferéncia para condi¢oes vitroe analise dos respetivos 0leos essenciais.

4- Inducdo de embriogénese somatica kavandula multifida A embriogénese
somatica tem um grande potencial, contudo ndo éommecorrente no génefoavandula
Assim, pretendeu-se implementar esta técnica, édrda otimizacdo de procedimentos que
levem & inducdo de embrides somaticos neste géRara.isso, foram utilizados explantes
foliares deL. multifida e testados varios meios de cultura com diferecdesentracbes de

auxinas.
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2.1- Material Vegetal

Nos ensaios efetuados foram utilizados como exgdamtaterial vegetal proveniente
de plantulas dé. multifida e L. viridis, ja estabelecidas em cultuiiasvitro. Por sua vez, as
plantulas dé.. multifida foram obtidas a partir de exemplares colhidos esinsbra, junto ao
Castelo eL. viridis colhida na Serra do Caldeirdo, na zona de Barralocd/elho, em

trabalhos anteriores.

2.2- Proliferacdo de meristemas axilares

Segmentos nodais de multifida e L. viridis obtidos de plantulas estabelecidas
vitro, foram sub-cultivados em tubos de ensaio contemeio MS, suplementado com 30 g/L
de sacarose (Tabela Bpb condi¢cdes assépticas, com o0 objetivo de mastewulturas ja
existentes e obter material suficiente para osiensgue se realizaram neste trabalho. O
procedimento adotado esta resumido no esquemaguta fl0. O pH foi ajustado a 5,6-5,8 e,
apos a adicdo de 6 g/L de agar, procedeu-se aliea{do por autoclavagem a 120°C, 1,1

atm, durante aproximadamente 20 minutos.

Tabela I. Composi¢céo do meio de cultura MS

Macronutrientes (mg/L)
KNO3; 1900
NHsNO3 1650
CaCbL.2H,0 440
MgSQ,.7H,O 370
KH,PO, 170
Micronutrientes

MnSQO,.4H,0O 22.30
ZnSQ.7H,O 8.60
H3BOs 6.20
Kl 0.83
NaM00,.2H,0 0.25
CuSQ.5H,0 0.025
CoCb. 6H,0 0.025
Fonte de ferro (FEEDTA)

Na, EDTA.2H,O 37.3
FeSQ.7H,0O 27.8
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Compostos organicos

Glicina 2.0
Acido nicotinico 0.5
Piridoxina H-CI (vit. B) 0.5
Tiamina H-CI (vit. B) 0.1
Mioinositol 100

A cultura foi mantida (com repicagens de 2 em 2asesuma camara de crescimento
com temperatura de 24°C * 1°C e com fotoperiodb6tiduz/8h escuro. Os rebentos obtidos

constituiram o material vegetal utilizado nos ersaiosteriores.
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Plantulain Segmento nod: Formacéao de
vitro em meio MS rebentos

Figura 10. Representacdo esquematica da proliferacdo detemeas axilares.

2.3- Indugéo da poliploidia

Segmentos nodais de multifida e L. viridis foram isolados de plantulas vitro e
colocados em Erlenmeyers de 100 mL contendo 50 entnelo MS, com 0s macronutrientes
reduzidos a metade e com 125mg/L de colquicinan{&jge 1% de DMSO (Panreac). A
colquicina foi previamente dissolvida em agua thdti antes da sua adicdo ao meio de
cultura. Para cada espécie foram inoculados urhdet&0 nos, 30 em meio de cultura com
colquicina (grupo T- tratamento) e os restantei@ em meio sem colquicina (grupo C-
controlo). Os Erlenmeyers foram colocados numafastiP4°C com agitagdo, no escuro. O
procedimento adotado estd resumido no esquemguda fil.
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Apos 6 dias, os explantes das duas espéciesdmdulaforam retirados da estufa e
lavados com agua destilada esterilizada. Seguidanfieram inoculados em tubos de ensaio
com meio MS suplementado com 0,2mg/L de BAP e enlos em camaras de crescimento a
24°C £ 1 °C, com um fotoperiodo de 16h luz/8h aescur

O nivel de ploidia das plantulas obtidas foi pasterente monitorizado por
citometria de fluxo (seccao 2.4.2), por observagesSEM (seccéo 2.4.4), por contagem do
namero de cloroplastos nas células guarda dos astg¢seccdo 2.7) e por observacdo do
cariotipo de plantulas (seccéo 2.4.3).
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Eee @™ vids

Figura 11. Representacdo esquematica da metodologia utllizadnducéo de poliploidia. A:
meio de cultura com colquicina (T- tratamento) eiomde cultura sem colquicina (C-
controlo); B: n6és dé. multifida e L. viridis em meio tratamento e meio controlo; C: estufa de
agitacado; D: tubo de ensaio com explante em meisifpffementado com BAP; E: camara de

crescimento. Barra=1 cm.

2.4- Monitorizagao das culturas

2.4.1 — Observacao dos niveis de desenvolvimestbreevivéncia

Apoés a exposicado ao agente c-mitotico (colquicing)explantes foram mantidos em
cultura durante 2-3 meses. Nesse periodo, procszlea- observacdo do grau de

desenvolvimento das plantulas e de eventuais gftesamorfolégicas. O numero de explantes
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gue ndo se desenvolveram no decorrer da culturqueuacabaram por ndo sobreviver a

colquicina foi registado.

2.4.2 — Andlise do nivel de ploidia por citomett@fluxo

As plantulas que apresentavam um bom desenvolvinentseja, nimero e tamanho
de folhas adequado, que lhes permitissem sobreajpu@s a colheita de tecido foliar, foram
selecionadas e sujeitas a andlise do nivel deiplpmt citometria de fluxo. A metodologia
efetuada encontra-se descrita em detalhe em Lou(2007). Em resumo, tecido foliar
colhido de cada plantula e uma proporcao equivaldatplanta padrédoH{sum sativun2C=
9,09 pg DNA no caso de. multifida e L. viridis (Dolezel et al, 1992)] foram colocados
numa caixa de Petri contendo 1 mL de tampéao dansmito nuclear “General purpose buffer
(GPB)". De seguida, ambos os materiais vegetasriarortados com uma lamingiopping
com o objetivo de promover a lise celular, seguiadaetodologia definida por Galbrai
al. (1983). Os nucleos libertados foram filtrados paratubo de citometria através de uma
rede denyloncom 50um de diametro, a fim de se eliminar a maioria @ssduos obtidos. De
seguida, adicionou-se um fluorocromo que se ligee@Bcamente ao DNA- neste caso 50
uL/mL de iodeto de propidio (Sigma) - para marcagdddNA existente nos nucleos e 50
uL/mL de uma RNase, para eliminar a marcacao de RAAamostras foram de seguida
incubadas durante 5 minutos a temperatura ambi@pies este periodo, cada amostra foi
analisada num citometro de fluxo Cyflow Space @arGermany) equipado com um laser de
argon arrefecido e a operar nos 488 nm. As defesiglb aparelho foram definidas no inicio
dos ensaios para cada espécie e foram mantidasctassa partir dai. No inicio de cada dia
em gue se realizaram os ensaios, foi preparadalisada uma amostra apenas com o padréao
de referéncia para avaliacdo da qualidade de foaoiento do citometro de fluxo. A
fluorescéncia relativa de 7.000-10.000 particulasndcleos por amostra foi analisada no
programa informatico Partec FloMax.

Tendo em conta que o0s primeiros ensaios com o eftdmde fluxo foram
insuficientes, realizaram-se posteriormente novesaies. A metodologia empregue foi
semelhante a descrita acima, com a excecao dogoairgue foi utilizad&lycine max (2C=
2,50 pg DNA) e do tampdo em que se utilizou “Woody Plant Buffer” (WPB): 0,2 M Tris-
HCI, 4 mM MgCI2-6H20, 2 mM EDTA Na2-2H20, 86 mM NaCO mM metabissulfito de
sédio, 1 % (m/v) PVP-10, 1 % (v/v) Triton X-100, ptb (Loureiro, 2007).
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Para cada uma das amostras foi calculado o indi@NaA (racio entre a fluorescéncia
meédia do pico @G; da amostra e do padrao de referéncia interna)erero de nucleos que
se encontrava em cada um dos picos visiveis. Ontaondo genoma também foi calculado,

através da seguinte férmula:

Meédia do pico

Amnstra EC GSIGI dE_ amostra
, N 2C conteudo DNA
contetido B o . nuclear do padrio
DNA nuclear (pg) Média do pico GO/G1 de referéncia
do padrio de
referéncia

A conversdo em numeros de base de pares foi realisdlizando o fator: 1 pg = 978
Mbp (DolezZelet al, 2003cit em Loureiro, 2007).

Desta forma, e de acordo com estes parametrom@sras foram classificadas como
dipléides, mixopldides e tetrapléides.

As plantulas foram consideradas mixopléides quandpico que supostamente
corresponde em exclusivo aos nucleos na fasdo&iclo celular de uma plantula dipldide
apresentou mais do que 25 % dos nucleos totaisnusstea de estudo. A partir desta
percentagem considerou-se que, para além dos suctedase & existem nucleos com o
dobro da ploidia e que se encontravam na fa&8;Gapresentando o tecido em estudo células
com dois niveis de ploidia distintos, ou seja migaa (Antunes, 2010).

As plantulas mixoploides foram selecionadas paraltipicacdo e posterior
aclimatacéo.

De forma a verificar se ocorreu uma evolucdo no erdonde células diploides e
tetrapléides ao longo do tempo, as plantas mixdpkiforam reanalisadas novamente cerca

de 2,5 meses apoés as primeiras analises.

2.4.3- Observacao do cariétipo das plantulas

Para confirmacdo da ploidia das plantulas suje#tasolquicina procedeu-se a
contagem dos cromossomas em células de raizessnincento ativo, com pelo menos 1 cm
de comprimento. Os vértices vegetativos das ratoes,cerca de 1,5 cm, foram tratados com
colquicina durante 2h no escuro a 25°C, seguindosi& fixagdo em alcool acético 3:1 (v/v)
durante 4h, a temperatura ambiente, e a aplicag&éaica de Feulgen (Darlington & La

Cour, 1976). Resumidamente, as raizes foram héadadis em HClI 1IN em banho-maria a
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60°C, durante 6 min e transferidas para agua déatilpara depois serem coradas com o
reagente de Schiff durante 1-3 h, no escuro. Fezssgiashdo material em acido acético a
45% (v/v) e a observacao foi feita num microscdjico (Nikon Eclipse E400). Durante a
observacéo ao microscopio fez-se a contagem doroloheecromossomas das células. Como

controlo, aplicou-se a mesma técnica a raizesga@llium cepa.

2.4.4 — Microscopia eletronica de varrimento

Amostras foliares dé&. multifida e L. viridis que foram sujeitas ao tratamento com
colquicina e que nao sofreram qualquer tipo dearmmanto (controlo) foram fixadas em
glutaraldeido a 2.5% em tampéao cacodilato 0.1 M,7pgH durante 3 horas. Apos lavagem
com o0 mesmo tampao, as amostras foram desidratadas série ascendente de acetona (70 a
100 % v/v) e secas pelo método do ponto criticm aparelho CPD 020 (Balzers), ocorrendo
a substituicdo progressiva da acetona pokr, GD40°C. As amostras foram de seguida
colocadas em porta objetos e revestidas com unieufzelde 20 nm de ouro-paladio, num
metalizador JEOL JFC-1100 (1200 V, 6 mA, 10 mind. dbservacdes foram efetuadas num
microscoépio eletrénico de varrimento JEOL JSM-54005 kV, sendo o registo fotografico

realizado através de captacao digital, com o progislATLAB.

2.5- Enraizamento enmLavandula multifida e Lavandula viridis

Foram selecionadas 12 plantulas Idemultifida e 17 plantulas dé. viridis (29
plantulas no total) para posterior estabelecimenta@ondi¢cdegx vitra
Ensaios preliminares mostraram que a inducédo endelsemento de raizes nos rebentos
obtidosin vitro ndo necessita de reguladores de crescimento. Beste, para a inducao do
enraizamento, o0s rebentos caulinares foram tradsferdiretamente para meio MS,
suplementado por 30 g/L de sacarose (Zuzarte, 2@DPH foi ajustado a 5,6-5,8 e 0 meio
gelificado com 6g/L de agar. De seguida o meioafgioclavado, conforme as condi¢cbes

referidas na seccao 2.2.
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2.6- Aclimatacao de plantulas dé.avandula multifida e Lavandula viridis

Apbés a formacdo de raizes com um desenvolvimentwpepdo (3 cm de
comprimento, aproximadamente) as plantulas forandadosamente removidas dos
recipientes de vidro, e as suas raizes lavadasagoin corrente de forma a remover 0s restos
de agarEste procedimento evita que 0 agar seja transfelddorecipientes de vidro para o
substrato, diminuindo assim o risco de contamimac@i®e seguida as plantulas foram
colocadas em recipientes de plastico contendo ésteailizada por autoclavagem, passando a
manutencao a efetuar-se em condi¢cdes semi-est@rbismidade relativa a que as plantulas
estavam sujeitas foi gradualmente reduzida, ermatdrse inicialmente cobertas com um
plastico para reduzir ao maximo as perdas de dguagnspiracao e sendo pulverizadas com
vapor de agua numa frequéncia sucessivamente ni2esde esta etapa, as plantas aguardam

niveis de desenvolvimento apropriados para a anafg@réncia para 0 meio exterior.

2.7- Analise das plantas aclimatadas

Para a confirmacdo da ploidia das lavandulas esasdaanalisaram-se plantas
mantidas em terra, na estufa a 19°C = 1°C. Foraafisados 0s seguintes parametros:
comprimento do caule, comprimento e largura da nfalba e numero de flores por espiga.
Foi também quantificado nimero de cloroplastos em 15 células estomatieas multifida
e L. viridis (controlo e tratamento). Para tal foi removida ypoecdo da epiderme (cerca de
5x5 mm) da pagina inferior de 3 folhas das plaatdisnatizadas, que foi colocada sobre uma
gota de nitrato de prata (AgNOa 1% (w/v). As laminas foram observadas ao m@p®
otico (Nikon EclipseE400) e o registo fotografico realizado cantdmara Nikon Digital
Sight DS-U1 e com o software Act-2U.

2.8- Embriogénese somatica etnavandula multifida

Foi escolhida a espédie multifida para os ensaios de embriogénese somatica, visto se
uma planta cujo rendimento em 6leos essenciaigé faferior a 0,5%).
Como meio de inducdo testou-se o meio MS suplementaom diferentes

concentragdes de hormonas. A Tabela Il mostra asydmas utilizadas, bem como as
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diferentes concentracdes testadas. O pH do megmjusiado a 5,6-5,8, adicionou-se 6g/L de
agar e o meio foi autoclavado. As culturas foranmtidas no escuro a uma temperatura de
24°C + 1°C.

Foram removidas folhas jovens de varias plantdasjabelecidas vitro; estas foram
seccionadas em duas partes e colocadas com a @dgiR@l em contacto com o meio de
cultura.

Apoés aproximadamente 3 meses, foram analisadospa &s$ explantes e foram
registadas as suas caracteristicas princigaesenca de raizes, coloragéo e textura.

Tabela Il. Diferentes concentracbes de hormonas testadasipducido da embriogénese

somaética eni.. multifida

Hormona Concentragdes (mg/L)
NAA 0,5
1+0,25;
2 +0,25;
2,4-D + Cinetina 4 +0,25;
2+0,2;
2+0,5
0,5;
Picloram 1;
2;
4
Picloran + Cinetina 2+0,2

2.8- Anélise estatistica

Para o tratamento estatistico dos dados obtidostiliaado o programa Statistica 8.0.
Foi utilizada a andlise de variancia (ANOVA) e pasaparametros avaliados com diferencas
significativas, realizou-se também o teste de Tydaga um nivel de significAncia de p<0,05.

Todos o0s resultados expressos em percentagens forameiro convertidos em

valores de arcoseno (Zar, 1984) e sO depois reakzaos tratamentos estatisticos.
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3.1- Proliferacdo de meristemas axilares

Com a finalidade de manter uma colecdo de labdoat®revitar colheitas nas
populacées selvagens, foram multiplicadesitro as espécies em estudb.-multifida (Fig.
12) eL. viridis (Fig.13).

Figura 12. Processo da proliferacdo de meristemas axilarek. anultifida- A: segmentos
nodais; B: segmento nodal em meio MS; C: reberdarares apos 1,5 meses em meio MS.

Barra=1 cm

Figura 13. Processo da proliferacdo de meristemas axilared .eviridis- A: segmentos
nodais; B: segmento nodal em meio MS; C: reberdarares apos 1,5 meses em meio MS.

Barra=1 cm

O material vegetal resultante deste processo (HigE. e 13C) foi utilizado nos

ensaios ulteriores.
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3.2- Taxas de sobrevivéncia e desenvolvimento

As taxas de sobrevivéncia e desenvolvimento daggdasujeitas ao tratamento com
colquicina e das plantas controlo, foram analisaga®s 1,5 meses de cultura. Na figura 14
estdo representadas as percentagens de explardesvalgidos, ndo desenvolvidos e
senescentes (incluindo-se neste Ultimo parametro $@ o0s explantes efetivamente

senescentes, mas também os infetados) das duagsspelavandulas estudadas.

100 4 =
90 -
80 -
70 -

60 -
Ndmero de I i Desenvolvidos

50 -
0,
explantes (%) 1 N&o desenvolvidos

40 -
M Senescentes

1
;W |

20 -
0 - —— .

10 -
L. multifida L. multifida L. viridis L. viridis
Controlo Tratamento Controlo Tratamento

Figura 14. Niveis de desenvolvimento e sobrevivéncia (mégid) dos explantes de

Lavandula multifidae Lavandula viridisap0s exposicao a colquicina (125 mg/L).

De uma forma geral, obtiveram-se explantes deseiad del.. multifidae L. viridis
para ambos o0s grupos (controlo e tratamento) (E#). A totalidade dos rebentos
desenvolveram no grupo controlo em multifida, mas apenas 20% dos explantes
sobreviveram ao tratamento com colquicina. Emviridis, as taxas de sobrevivéncia e
desenvolvimento no grupo controlo foram mais baixasparativamente coin multifida,
sendo que 43,3% dos explantes sobreviveram e aB8&% desenvolveram. No tratamento

com colquicina, somente 20% dos explantes iniciagenvolveram nesta espécie.
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3.3 — Andlise do nivel de ploidia por citometria déuxo

O nivel de ploidia enh. multifida e L. viridis foi analisado recorrendo a citometria de
fluxo. Tanto emL. multifida como emL. viridis obtiveram-se coeficientes de variacao (CV)
inferiores a 2,5%.

Em ambas as espécies foi possivel identificar tecidos puramente dipléides ou
mixopldides.

Os tecidos dipldides apresentam um pico bem notmitespondente aos nucleos na
fase G/G; do ciclo celular. Tal como se pode observar netogramas das figuras. 15B e
16B, as plantulas que nao foram expostas a colguegpresentam este pico, sendo, por isso,
caracterizadas como diploides. O indice de DNAtaneanho do genoma foram calculados
para ambas as espécies, tendo-se obtido os valer@sl3 e 1140,89 Mbp, respetivamente
paralL. multifidae 0,15 e 1371,66 Mbp, respetivamente jhakaridis.

Por sua vez, os tecidos mixopldides, apresentampiom de dimenséo variavel
correspondente a nucleos diploides na fag&Gum pico com 25 % ou mais do total de
ndcleos correspondentes a nucleos diploides nad3ase nucleos tetrapldides na fasgGs,
€ um pico na posicdo correspondente a nucleopli@ttas na fase £ Tal como se pode
observar nos histogramas das figuras 15A e 16plaaulas que foram expostas a colquicina
apresentavam picos com estas caracteristicas. @sta, pode também inferir-se que se
obtiveram plantulas mixoploides ap0s a exposi¢acolguicina. O indice de ADN e o
tamanho do genoma foram também calculados pars esies, obtendo-se os valores de 0,13
e 1144,59 Mbp, respetivamente paranultifida e 0,14 e 1260,90 Mbp, respetivamente para
L. viridis. Foi ainda calculada a percentagem de nucleosidgsd em comparacdo com 0S
nacleos tetrapléides, presentes nas plantas mixkigslésendo erh. multifida 61% e emi.
viridis 49%.

Em resumo, todas as plantas, de ambas as espéxpEstas a colquicina foram
caracterizadas como mixopldides enquanto a totidias plantas controlo (ndo expostas ao

agente c-mitoético) foram caracterizadas como dilgiei
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Figura 15. Histogramas de fluorescéncia relativa obtidos ap6s andlise simultanea de ntcleos

isolados do padrio de referéncia interna (pico 2, Pisum sativum 2C= 9,09 pg DNA) e de L.

multifida (pico 1): A - plantula mixopléide; B- plantula diploide.
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Figura 16. Histogramas de fluorescéncia relativa, obtidos ap6s analise simultdnea de nucleos

isolados do padrdo de referéncia interna (pico 2, Pisum sativum 2C= 9,09 pg DNA) e de L.

viridis (pico 1): A - plantula mixoploide; B- plantula dipléide.

De seguida, foram selecionadas para aclimatacgdaatas mixopléides e apéds 2-3
meses de cultura, as plantas foram reanalisadastporetria de fluxo. Os CV obtidos nestes

histogramas foram inferiores a 2,5%.

A reanalise das plantas demultifida e L. viridis demonstrou que a maioria reverteu
para o estado inicial de diploidia (Figs. 17A e L7Bm L. multifida somente uma planta
permaneceu mixoploide, contudo, duas plantad..deiridis evoluiram para o estado de

tetraploidia e uma permaneceu mixoploéide (Figs., 17738, 18B e 19B).

Os tecidos unicamente tetrapléides apresentavanpiom de maiores dimensdes

correspondente a fase/G; e um pico menor relativo a fase Fig. 19B). O indice de DNA

40




RESULTADOS

meédio calculado para as plantulas tetrapléidesiéod,871, enquanto o tamanho do genoma
foi calculado em 2129,59 Mbp.

Para as plantas diploides foi novamente calculadoda@ce de DNA bem como o
tamanho do genoma. Em viridis, o indice de DNA foi de 0,427 e o tamanho do gemom
1044,688 Mbp enquanto ein multifida o indice de DNA foi de 0,362 e o tamanho do
genoma 886,0337 Mbp.

Para as planta mixopléides também foi novamenteulzalo o indice de DNA e o
tamanho do genoma (0,374 e 913,6667 Mbp paraultifida, 0,418 e 1022,01 Mbp pata
viridis). Foi ainda calculada a percentagem de nucledgidgs em comparacdo com 0s
nucleos tetraploides presentes nas plantas mixiggdpsendo erh. multifida 67% e emL.
viridis 43,6%.

Assim, tendo por base todas as plantulas e plantassadas por citometria de fluxo,
obtiveram-se no total duas plantas tetrapléides anwlas espécies alvd-. viridis. E
obtiveram-se quer ein. multifida quer emL. viridis uma planta mixopléide, podendo estas,

eventualmente, vir a contribuir para a obtencapldetas tetrapléides.

A
m Dipl6ides
m Mixopléide
B
m Dipléides

Tetraploides

Mixoploide

Figura 17. Niveis de ploidia das plantulas mixoploides (n.vderréncias) ap0s reanalise por
citometria de fluxo, 2-3 meses apods aclimatacaoptiadas mixoploides selecionadas.lA:

multifida; B: L. viridis.
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Figura 18. Histogramas de fluorescéncia relativa, obtidos ap6s analise simultdnea de nucleos
isolados do padrdo de referéncia interna (pico 2, Glycine max 2C= 2,50 pg DNA) e de L.
multifida (pico 1): A - planta dipléide; B- planta mixoploide.
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Figura 19. Histogramas de fluorescéncia relativa, obtidos ap6s analise simultanea de nucleos
isolados do padrdo de referéncia interna (pico 2, Glycine max 2C= 2,50 pg DNA) e de L.
viridis (pico 1): A- planta dipléide; B- planta mixoploide; C- planta tetraploide.

3.4 — Observacgédo do carittipo das plantulas

O caridtipo das plantulas de multifida e L. viridis que foram expostas a colquicina
foi observado pontualmente, tendo sido analisadgdabtulas mixoploides e 5 plantulas
diploides. Contudo, nédo se obtiveram quaisquerstig® resultados, uma vez que a técnica
testada nao foi funcional nestas espécies. Comimotomla técnica foi observado o cari6tipo
de uma planta dallium cepa conseguindo-se obter excelentes resultados ® smusivel a

contagem de cromossomas nesta espécie.
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3.5 — Microscopia eletrénica de varrimento

A andlise em SEM mostrou que as folhad denultifida e L. viridis apresentavam um
indumento bastante heterogéneo, com diferentess tig® tricomas glandulares e de
revestimento. Relativamente aos tricomas de rewesto ndo foram detetadas diferencas
entre as lavandulas sujeitas a tratamento e atapldo controlo. Contudo, relativamente aos
tricomas glandulares foram observadas diferengaticplarmente no diametro da cabeca dos
tricomas peltados e capitados do tipo Il. Hm multifida, observaram-se diferencas
significativas no didametro da cabec¢a dos tricomatagos, entre as plantas tratamento e
controlo (Fig. 19).

1@8B8pm 188 pm

18pm
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Figura 19. Observacdes em SEM dos tricomas foliaresLemrmultifida A: superficie da
pagina abaxial, mostrando tricomas nao glandularegscomas glandulares de plantulas que
nao foram expostas a colquicina (controlo); B: sfigie da pagina abaxial, mostrando
tricomas nao glandulares e tricomas glandulargdatdulas que foram expostas a colquicina
(tratamento); C e E: tricomas glandulares peltatloplantulas que ndo foram expostas a
colquicina (controlo), com destaque para a cabecagl@ndula em C (seta); D: tricomas
glandulares de plantulas que foram expostas a icolqu (tratamento); F: tricomas
glandulares de plantulas que foram expostas aicolgucom destaque para o pé do tricoma

(seta).

Os dados relativos aos diametros de 15 tricomasottess del. multifida sujeitas ao

agente c-mitético e de plantas controlo estao semtados tabela lll.

Tabela Il . Diametro dos tricomas glandularesldenultifida (T-tratamento e C-controlo).

Diametro dos tricomas (um)

L. multifidaT L. multifidaC
Tricomas
glandulares 74,7 + 3,7 64,8 +5,F
peltados

Os valores representam a média (+ erro padrao)aoetto da cabeca de 15 tricomas peltados. Vakoes

letra diferente sao significativamente diferentesté de Tukeyp<0,05).

A analise dos resultados mostra gedstem diferencas significativas no diametro da
cabeca dos tricomas peltados das plantas que ndm fexpostas a colquicina (Figs. 19C,
19E) - 64,8.m e das plantas que foram expostas a colquicimgs.(EBD, 19F)- 74,idm.

Em L. viridis os tricomas glandulares analisadpsesentavam um diametro superior

nas plantas expostas a colquicina, comparativandsnpéantas controlo (Fig. 20).
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Figura 20. Observacdes em SEM dos tricomas foliared_enmiridis. A: superficie da pagina
abaxial, mostrando tricomas ndo glandulares entdsoglandulares de plantulas que nao

foram expostas a colquicina (controlo); B: supéfita pagina abaxial, mostrando tricomas
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nao glandulares e tricomas glandulares de plantgles foram expostas a colquicina
(tratamento); C: tricoma glandular capitado tipadd plantulas que ndo foram expostas a
colquicina (controlo), com destaque para o pé dwmrra (seta); D: tricoma glandular
capitado tipo Il de plantulas que foram expostaslquicina (tratamento), com destaque para
a cabeca unicelular do tricoma (seta); E: tricotaadylar peltado de plantulas que nao foram
expostas a colquicina (controlo); F: tricoma gldadpeltado de plantulas que foram expostas
a colquicina (tratamento); G: tricoma glandulataed de plantulas que nao foram expostas a
colquicina (controlo) com destaque para as célséasetoras (seta); H: tricoma glandular
peltado de plantulas que foram expostas a colquifiratamento) com destaque para as

dimensdes superiores deste tricoma, comparativaéneent os do controlo.
Os diametros de 15 tricomas peltados e 15 tricarapgados do tipo Il das folhas de
L. viridis sujeitas ao agente c-mitético de plantas controlmetram-se sistematizados na

tabela IV.

Tabela IV. Diametro dos tricomas glandularesldeiridis (T- tratamento e C-controlo).

Diametro dos tricomas (um)

L. viridis T L. viridis C
Tricomas
glandulares 21,77+ 0,7 18,2+ 0,6’
capitados tipo Il
Tricomas 78,8+ 5,5 62,46+ 4,6’
glandulares
peltados

Os valores representam a média (+ erro padrao)aoetro da cabeca de 15 tricomas. Na mesma lirahares

com a mesma letra ndo séo significativamente difese(teste de Tukep<0,05).

A andlise mostra que os tricomas glandulares pmdtdds plantas controlo (Figs. 19E,
19G) apresentam um diametro inferior - 6246 - do que os tricomas glandulares peltados
das plantas sujeitas a colquicina (Figs. 19F, 19F8),8um.

Os tricomas glandulares capitados tipo Il tambérasgmtam diferencas significativas
entre as plantas controlo - 18- e as plantas tratamento - 21 m (Figs. 19C, 19D

respetivamente).
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3.6 — Aclimatacéo dd.. multifidaeL. viridis

ApoOs o desenvolvimento e enraizamento das plantlgds multifida e L. viridis,
foram selecionadas para aclimatagéo 29 plantulde (6 multifida e 11 de.. viridis tratadas
com colquicina, 6 dé.. multifida e 6 deL. viridis que ndo foram expostas ao agente c-
mit6tico). As plantas foram retiradas do meio dituca e colocadas em terra, em estufas de

aclimatacao (Fig. 21).

Figura 21. Processo de aclimatacéo das plantas. A: plabtutailtifida in vitro; B: transicéo
da plantulaL. multifida in vitro para vaso com terra; C: plantula viridis in vitro; D:
transicdo da plantula. viridis in vitro para vaso com terra; E: plantulas em vasos para

aclimatacéo.
As plantulas desenvolveram-se bem e de forma rapipleesentando um fenétipo

aparentemente normal (Fig. 22) apesar da suces=ivgdo da humidade relativa efetuada

durante esta fase.
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Figura 22. Plantas aclimatadas, ap6s 2 meses da transfegaraiderra. A: aspeto geral total

das plantas aclimatadas; B: pormenor das folhds. daultifida; C: pormenor da flor dé.

multifida; D: pormenor das folhas de viridis.

3.6 — Andlise das plantas aclimatadas

Apobs 2 meses, foram analisados varios paramet$amandulas que foram sujeitas

ao processo de aclimatagcdo. Os parametros obserf@dm registados na tabela V.

Tabela V. Caracteristicas morfolégicas das plantas aclimatada

Comprimento  Comprimento Largura Numero
do caule (cm) da maior folha da maior de espigas
(cm) folha (cm) por planta
Lavandula 33,08 +12,99 1,83+ 0,60 +0,16 2,83
multifida 0,63 +1,95
(controlo)
Lavandula 38,92 + 1,30 + 0,71+ 0,26 4,00
multifida 8,16 0,25 + 2,52
(tratamento)
Lavandula 18,00 + 3,83 042+004 0z0
viridis 2,52 0,4F
(controlo)
Lavandula 15,50 + 3,70 = 0,70+0,19 00
viridis 2,08 0,48
(tratamento)

Os valores representam a média (+ erro padraopadsnetros medidos. Na mesma coluna, valores cioan le

diferente, séo significativamente diferentes (telstd ukeyp<0,05).
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Os resultados obtidos (Tabela V) mostram que n&ieex diferencas significativas
entre plantas da mesma espécie que foram expostdguécina e as que nao foram sujeitas a
este agente c-mitotico (grupo controlo).

O numero de cloroplastos presentes em 15 célulemsnéstcas delL. multifida
(dipl6ide e mixopléide) &. viridis (dipldide e tetraploide) foram quantificados (F28).

Figura 23.Observacgdo, ao microscépio o6tico, de células egstoasada epiderme foliar com
os cloroplastos marcados com nitrato de prata.é\il& estomatica dipléide de multifida,
com destaque para os cloroplastos; B: Célula esiwamaixoploide dé.. multifida; C: Célula
estomética diploide de. viridis; D: Célula estomatica tetrapldide de viridis; E: Célula
estomatica mixopléide de. viridis, com destaque para o ostiolo. As barras corregpored

10 um.

Os resultados obtidos (Tabela VI) mostram que nxdsiesn diferencas significativas
entre o numero de cloroplastos dos estomas daggldiploides e o das plantas mixoploides
em L. multifida. Ja emL. viridis foram identificadas diferencas significativas nonero de

cloroplastos entre plantas dipléides e tetraploaesxoploides (Tabela VII).
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Tabela VI. Numero de cloroplastos nas células guarda dos astemL. multifida (controlo
e tratamento). Os valores indicados referem-setatero de cloroplastos observados em 3

laminas diferentes.

Numero de cloroplastos

Réplicas L. multifidaT L. multifidaC
1 11+04 11+04
2 11+0,5 11+0
3 11+0 11+04
Média das réplicas 11+0,3 11+0,3

Os valores representam a média (+ erro padrdopr&aicom letra diferente, séo significativamenferdntes
(teste de Tukeyp<0,05).

Tabela VII. Numero de cloroplastos nas células guarda dos astemL. viridis (controlo e
tratamento). Os valores indicados referem-se acemurde cloroplastos observados em 3

laminas diferentes.

Numero de cloroplastos

Réplicas L. viridis L. viridis L. viridis
(tetraploide) (dipléide) (mixopldéide)
1 24 +0,5 15+04 23+0,4
2 25+0 15+0,6 24+0,5
3 25+0,5 15+0,5 24+0,4
Média das
réplicas 25+ 0,3 15 +0,% 24+ 0,4

Os valores representam a média (+ erro padraopr&alcom letra diferente, séo significativamenterdntes
(teste de Tukeyp<0,05).

3.7 — Embriogénese somatica

A inoculacdo de explantes foliares tle multifida em meio MS com diferentes
concentragcbes de auxinas, conduziu ao aparecinmgmttecidos distintos nomeadamente
tecido com aparéncia mais escura e compacta, tealdso ndo embriogénico e tecido caloso
supostamente embriogénico.

Na Tabela VIl e na Fig. 24 estdo representadosi@ss testados com as diferentes

concentragdes de auxinas, bem como as morfologsmealos obtidos.
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Tabela VIII. Efeito de diferentes concentracdes de auxinas tai@gpénese somatica de
multifida, bem como as morfologias dos calos obtidos.

Hormona Concentragdes Morfologia dos calos

(mg_le)

Maioritariamente acastanhados,
NAA 0,5 friaveis; raizes presentes e

desenvolvidas.

1+0,25 Maioritariamente esbranquicados; de
textura granulada; sem raiz.

2+0,25 Maioritariamente esverdeados; textura

pouco consistente; sem raiz

4+ 0,25 Maioritariamente acastanhados, de
2.4-D + Cinetina textura granulada; sem raiz.

2+0,2 Maioritariamente esbranquicados; de
textura granulada; sem raiz.
2+05 Maioritariamente acastanhados, com
estruturas globulares esbranquicadas;
sem raiz

0,5 Maioritariamente acastanhados, de
textura granulada; sem raiz.
Picloram 1 Maioritariamente esbranquicados; de
textura granulada; sem raiz.
2 Maioritariamente esbranquicados; de
textura granulada; sem raiz.

4 Maioritariamente acastanhados, de
textura pouco consistente; sem raiz.

Picloram + Cinetina 2+0,2 Maioritariamente esbranquicados; de
textura granulada; sem raiz.

Figura 24. Inducdo de embriogénese somatica ém multifida, usando diferentes
concentracdes de auxinas no meio de cultura. Aichol em meio MS suplementado com 1
mg/L de 2,4-D + 0,25 mg/L de cinetina; B: Inducdio meio MS suplementado com 2 mg/L
de 2,4-D + 0,5mg/Lde cinetina; C: Inducdo em meio MS suplementado domg/L de
Picloram; D: Indu¢do em meio MS suplementado comg2. + 0,2 mg/L de Picloram. As
barras correspondem a 2 mm.
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4.1- Proliferacado de meristemas axilares

O uso de explantes provenientes de plantulas gmernite estabelecidas vitro
permite uma resposta mais rapida visto que os tamrés axilares desenvolvem mais
rapidamente do que nos explantes colhidos diret@mem campo (Zuzartet al, 2010).
Desta forma, manter uma colecdo de laboratério itareas colheitas nas populagcdes
selvagens é muito vantajoso ndo s6 em termos deerpegdo das espécies e da sua
biodiversidade, mas também na rapidez com que sendelvem 0s meristemas axilares e
consequentemente se obtém novas plantulas.

Na micropropagacao do généravandula apesar de varios autores referirem o uso de
meios de cultura menos concentrados do que o m8igNwbre, 1996) ou meio MS com os
macronutrientes reduzidos a metade (Dasal, 2002), ou ainda o meio base MS
suplementado com citocininas (Calvo & Segura, 1@&arte, 2010), neste trabalho optou-
se por se utilizar o meio base MS para manuteng&ocdlturas, uma vez que ensaios
preliminares mostraram taxas elevadas de indugéabfepacéo, alongamento e enraizamento

dos rebentos.

4.2- Inducao da poliploidia e taxas de sobrevivéreie desenvolvimento

A inducéo da poliploidian vitro utilizando a colquicina tem sido reportada com
sucesso em varias espécies, nomeadanfabigtus uneddAntunes, 2010)Cyphomandra
betacea(Antunes, 2010)Helleborus niger H. orientalis e H. x nigercors(Dhoogheet al,
2009), Lavandula angustifoligUrwin et al, 2007),L. vera (Raevet al, 1996),Miscanthus
sinensigPeterseret al, 2002; 2003)Phlox subulatgZhanget al, 2008),Punica granatum
(Shaoet al,, 2003), hibridos dB&hododendrosp. (Vainola, 2000) Secale cerealéCapertaet
al., 2006), Scoparia montevidiensiEscandonet al, 2005) eVitis vinifera (Yang et al,
2006).

Apesar da colquicina ter uma afinidade mais reduzpghra as tubulinas e
conseqguentemente ter uma menor capacidade de impddso acromatico de se formar
comparativamente a outros agentes c-mitéticosépemplo a orizalina), tem a vantagem do
seu uso ser mais conhecido e utilizado nas plantasparativamente a outros agentes c-
mitoticos (Capertaet al, 2006). Inclusivamente, em algumas espécies,zalma demostra
ser mais toxica do que a colquicina (Vainola, 20®@¢tersert al, 2002).
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Em Lavandula angustifoliaa poliploidia foi induzida através da utilizacda d
colquicina e obtiveram-se resultados positivos, sgja, conseguiram-se obter plantas
tetraploides (Urwiret al, 2007). Comd.. angustifolig L. multifida e L. viridis pertencem
todas ao mesmo género, optou-se por também seautd#i colquicina na inducdo da
poliploidia.

De acordo com a literatura, existe uma correlagggativa entre o desenvolvimento
dos explantes e a concentracdo e tempo de expamicagente c-mitético (Antunes, 2010;
Vainola, 2000). Assim, neste trabalho, foi utilisadima concentragdo de colquicina
intermédia, 125 mg/L, e definiram-se 6 dias conmopte de exposicao. Contudo, mesmo com
estes valores, apos a inducdo da poliploidia saamgiexplantes que inicialmente ndo se
desenvolveram e alguns dias depois da exposicaantese ligeiramente necréticos no caule,
por vezes apenas na parte basal. S6 mais tardegaoam a aparecer manchas necréticas nas
folhas e pouco tempo depois ocorreu a senescéfstia.situacdo foi particularmente notoria
emL. viridis.

Ao analisarem-se as taxas de sobrevivéncia e dalsenento dos explantes pdde
constatar-se que estas foram relativamente baBas. 60 explantes iniciais que foram
expostos a colquicina (30 pertencendb. anultifida e 30 pertencendo la viridis), apenas
20% dos explantes de cada espécie se desenvoleefaram analisados por citometria de
fluxo. Contudo, nos explantes que nao foram exgostoagente c-mitético (controlo), ém
viridis também se verificaram taxas de desenvolviment@mbaapenas 33,3%. Nesta espécie,
a reduzida taxa de desenvolvimento no grupo canfpolbe ser explicada devido ao meio
utilizado na inoculagcdo dos explantes: MS supleatentcom 0,2 mg/L de BAP. As
citocininas promovem o desenvolvimento dos meriatgerporém, em fases mais adiantadas
do crescimento da plantula, a presenca destas hasw@o favorece o desenvolvimento dos
rebentos (Canhoto, 2010). Contrariamente aos estdddDiaset al (2002) e Nogueira &
Romano (2002), em que a citocinina favoreceu o rdedemento dos rebentos, neste
trabalho, enL. viridis, obtiveram-se taxas de desenvolvimento baixasenuml estes dados
levar a supor que, de alguma forma, esta citocinmm@uenciou negativamente o
desenvolvimento dos rebentos. Assim, novos engadoa testar a influéncia de outras
hormonas e otimizar esta etapa sdo necessarios.

Apesar das taxas de sobrevivéncia e desenvolviniergm sido baixas para ambas as
espécies, foi possivel obter um namero aceitavell@etulas passiveis de serem analisadas
por citometria de fluxo, verificando-se atravéstdaécnica que todas as plantulas originadas

do tratamento com colquicina eram mixoploides.
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Se por um lado os mixoploides séo indicadores ddi¢cdes de inducéo insuficientes,
por outro lado s&o importantes como indicadoresirdeefeito positivo no tecido exposto,
podendo vir a constituir uma vantagem, caso o ¢eeghha a evoluir para a tetraploidia.
Estes resultados foram ja conseguidos por Vain@@0Q), onde em hibridos de
Rhododendropnmuitos dos mixoploides obtidos permaneceram gjuan terco reverteu para
a diploidia e apenas uma pequena parte evoluiugptaaploidia.

De facto, eni. viridis; obtiveram-se 2 plantas tetrapléides apds 2 nasésrem sido
colocadas em terra e reanalisadas por citometritude. No entanto, a maioria das plantas
reverteu para o estado inicial de diploidia, perecando apenas uma planta mixoploide em
L. multifidae uma enk. viridis.

Na reandlise das plantas querdenultifida quer delL. viridis foi utilizado um padréo
diferente Glycine max do que o utilizado nos primeiros ensaiBgs(m sativum Optou-se
por se fazer esta alteracdo uma vez que o picespmndente a fasey/G; de Pisum sativum
encontra-se muito afastado dos picos pertencentesaltifida e alL. viridis, conseguindo-se
visualizar no mesmo histograma as duas espéciesnserem escala logaritmica. Assim,
utilizou-se o padréaélycine maxcujo conteido em DNA é muito mais proximo dagess
em estudo neste trabalho.

Como era esperado, nas duas espécies, todas aslgsdahos grupos controlo sdo
dipléides, o que confirma que os mixopldides eaf@iides obtidos se devem exclusivamente
aos tratamentos que foram efetuados.

Os resultados obtidos por citometria de fluxo iadicque ainda terdo que ser
desenvolvidos mais esfor¢cos na otimizacdo do psocds inducéo de tetraploides nas duas

espécies estudadas.

4.3 — Observacao do caridtipo das plantulas

O numero de cromossomas tem vindo a ser utilizato um caracter taxonomico
por muitos autores. Por exemplo, a seccdo Pterbsteed caracterizada por 2n= 20, 22, 24,
36, incluindo-se nesta seccBomultifida, com um numero de cromossomas 2n=24 (Scheel,
1931; Garcia, 1942; Upson, 1997, todosem Upson & Andrews, 2004). Por sua vez, a
seccao Stoechas (onde se intlwiridis) é caracterizada por um nimero de cromossomas de
2n=30 (Garcia, 1942; Upson, 1987 em Upson & Andrews, 2004).

57




DISCUSSAO

Porém, a possibilidade da ocorréncia de erro®nggem dos cromossomas néo pode
ser colocada de parte, pois na familia Lamiacetaeéedificil de realizar (Upson & Andrews,
2004). Isto acontece devido ao tamanho reduzidocdmsiossomas (Upson & Andrews,
2004; Urwin, 2009) e a presenca de Oleos essenmatitoplasma, o que pode levar a uma
subestimacdo na contagem do namero de cromossdfpasn & Andrews, 2004). Talvez
por estas razfes a técnica com a coloracao dedrenép tivesse resultado émmultifidae
L. viridis. Assim, € necessario otimizar a técnica para aqueemsaios futuros se consiga

visualizar o cariétipo das lavandulas.

4.4 — Microscopia eletronica de varrimento

Como acontece na maioria das espécies das Lamjacefmhas dé&. multifidae L.
viridis possuem um indumento rico em tricomas de revestoretricomas glandulares.

Os tricomas de revestimento sado predominantementgcelulares e muito ramificados,
como referido para outras espécies da familiaMexin et al. 2006cit em Zuzarte, 2007).

Quanto aos tricomas glandulares, Zuzarte (2012¢relesu 5 tipos de tricomas
glandulares enh.. multifida tipo “misto” ramificado, bifurcado, peltado e daplos tipo | e
tipo 1l. Ja enlL. viridis foram descritos 4 tipos: bifurcados, peltadositadps tipo | e tipo Il.

No presente trabalho, foram analisados os tiposicd@mas mais frequentes e com
maior densidade: tricomas peltados lenmultifidae tricomas peltados e capitados tipo Il em
L. viridis.

Relativamente aos diametros dos tricomas glanekilloram encontradas diferencas
significativas entre as amostras foliaresLdemultifida e L. viridis que foram expostas a
colquicina, comparativamente com os controlos. IEmultifida os diametros dos tricomas
glandulares peltados das plantulas expostas aicwliguinham 74,7 um, enquanto os das
plantulas controlo tinham 64,8 um. Emviridis, as diferencas foram mais notorias, tendo os
tricomas glandulares peltados das plantulas quemfdratadas com colquicina 78,8 pum de
didmetro e as do controlo 62,46 pm. Nos tricomasdillares capitados tipo Il também foram
detetadas diferencas, tendo os das plantulasasugeitolquicina 21,77 um e os das plantulas
gue ndo foram expostas ao agente c-mitotico 18,23egundo Urwiret al (2007), emL.
angustifoliadiferencas no didmetro dos tricomas estédo reladas com a altera¢do do nivel
de ploidia da espécie, sendo portanto um dado dtidic de um aumento de ploidia nas

plantulas tratadas. Assim, pode perspetivar-se guesndimento em 6leos essenciais
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(principalmente enh.. viridis onde as diferencas no tamanho dos tricomas s&oevidentes)

sera maior nas plantulas que foram expostas aicwiguo que as do controlo.

4.5 — Aclimatacéo de.. multifida e L. viridis e analise das plantas aclimatadas

A aclimatagdo de plantas produzidasvitro do géneroLavandulaé geralmente
simples, raramente tendo sido observadas alteragdeslogicas e as taxas de sobrevivéncia
séo altas (Gongalves & Romano, 2013). Nas plantldas multifida e L. viridis selecionadas
para aclimatacao verificou-se mais uma vez que @skeesso é eficaz, tendo-se verificado
gue 93,1% das plantulas desenvolveram bem e deafddpida, apresentando um fendtipo
aparentemente normal.

Apos os ensaios de citometria de fluxo para andhsgloidia das plantas aclimatadas,
procedeu-se a observacdo e registo de algumastergsticas morfologicas. Nao se
observaram diferencas significativas na maioria dasacteristicas registadas, exceto na
largura da maior folha, erh. viridis. Neste caso, através do teste ANOVA, foi possivel
detetar que entre as plantas dipldides e as plamimapléides, existem diferencas
significativas na largura das folhas nesta espéates dados estdo em concordancia com os
obtidos em SEM, onde se verificou que as plantslagitas ao tratamento possuiam
diametros dos tricomas maiores do que as do control

Também foi efetuada a contagem do numero de dbmims presentes nas células
estomaticas del. multifida e L. viridis. Estudos anteriores em plantas tetraploides,
espontaneas ou induzidas, tém mostrado que o nidaerstomas e o nimero de cloroplastos
nas células guarda varia significativamente cortsoanploidia da planta (Tandon & Bali,
1957; Speckmanet al, 1965; Tan & Dunn, 1973; Cohen & Yao, 1996; Betlal, 2003;
Urwin et al, 2007).

Em algumas espécies a contagem dos cloroplastosueanprecisdo confiavel na
avaliacdo dos niveis de ploidia das plantas, eriquasutras tal ndo acontece (Alves, 2012).
No caso delL. viridis, verificou-se que ha diferencas significativasrem numero de
cloroplastos nas células de guarda das plantapl@ities £25) quando comparados com 0s
das plantas diploides=15). O numero de cloroplastos da planta mixopl@iéle variou do
namero de cloroplastos das plantas tetraploidescdso dd.. multifida, ndo se verificaram
diferencas significativas entre as plantas dipki@lell) e a planta mixoploide={4). Tal
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pode ser justificado pelo facto dos cloroplastoseolados pertencerem a células dipldides e a

nao se ter visualizado células tetraploides.

4.6 — Embriogénese somatica

Apenas um estudo preliminar de embriogénese saan@iitt.. verafoi realizado por
Kintzios et al (2002) cit em Bona (2012), justificando o desenvolvimento rade/os
protocolos para as restantes espécies do género.

Neste trabalho foram utilizados explantes foliategplantulas mantidas em cultura de
L. multifida e procedeu-se a indugcdo de tecido caloso embimméista espécie foi
selecionada, visto que os seus Oleos essenciaisanans atividade antifingica relevante
(Zuzarteet al, 2011b) mas a sua exploracéo industrial estdéddaipelo baixo rendimento da
planta em 6leo essencial.

Os resultados obtidos no que diz respeito aos decambriogénicos ndo foram
conclusivos, apesar de terem sido identificadassuesdruturas globulares, de coloragao

esbranquicada, que podem ter algum potencial naafgio de embrides somaticos.
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5.1- Conclusodes

As colecbes de laboratério constituem uma baewaete para a propagacdo de
plantulas em larga escala num curto espago de tguopoevitam a colheita de plantas no
habitat natural bem como as etapas de desinfeeéimeelecimento dos explantes. De uma
forma geral, 0o meio MS mostrou ser adequado pardugdo de poliploidia, proliferacao,
alongamento e enraizamento dos rebentok.emultifidae L. viridis.

O tratamento dos explantes com colquicina pernatiabtencdo de uma planta
mixopléide emL. multifida e duas plantas tetrapléides e uma mixoploideLenwiridis,
apesar das taxas de inducéo de poliploidia terdmbmsixas. Tendo em conta o niumero de
explantes cultivados e analisados nas duas espédiesfoi possivel estabelecer um
protocolo eficaz nem definir com exatiddo quais camdicOes e parametros mais
importantes a considerar para a obtencdo de tdgmadas de inducdo de poliploides.
Neste sentido, sdo necessarios realizar mais endaidorma a otimizar o processo em
diversos parametros incluindo meio de cultura, lestpres de crescimento, tipo de
explante, concentracdo e tempo de exposi¢do ateag@nitotico, entre outros.

Os niveis de ploidia foram confirmados por analgesitometria de fluxo, SEM e
guantificacdo do numero de cloroplastos. O aumeatdiametro dos tricomas glandulares
(peltados e capitados do tipo 1) bem como o aumeiot nimero de cloroplastos pode
conduzir a um aumento da producédo de 6leos esger@isendimento em Oleo essencial &
um fator limitativo para a exploracéo industrial daitas plantas aromaticas. A obtencéo
de plantas com um rendimento elevado constitui, ig@®, uma mais-valia econémica
justificando a futura exploracao destas espécies.

O processo de enraizamento e aclimatacdo das lalanfioi conseguido com
sucesso, sendo possivel a transferéncia paradeien nimero consideravel de plantulas.
Estas desenvolveram-se bem e estdo, neste moraptde,para transferéncia para o meio
exterior.

Em relacdo aos ensaios em embriogénese somatisafon@ossivel obter um
protocolo eficaz para a indugcdo de embrides soogti®®orém, das hormonas e
concentracdes utilizadas, obtiveram-se resultados promissores com 2,4-D (2 mg/L) +
cinetina (0,5 mg/L), uma vez que se formaram astast globulares que poderéao ter

potencial embriogénico.
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5.2- Perspetivas futuras

Apesar do principal objetivo do trabalho ter sidonprido pois foi possivel obter
plantas tetrapléides ein viridis, trabalhos futuros estdo a ser considerados aeafer
comprovar as vantagens da producédo de tetraploigiga espécie. Em primeiro lugar, as
plantas aclimatadas serdo transferidas para d@x¢éem uma monitorizacdo regular para
detecdo de possiveis alteracbes que possam ocwrelesenvolvimento das plantas
tetraploides. Numa etapa seguinte, plantas adyt@deitamente desenvolvidas e em
floracéo, serdo utilizadas para a extracdo e angligmica dos 6leos essenciais. Nesta fase
serdo comparados o rendimento e a composicdo @uiog 0leos essenciais produzidos
por plantas diploides, mixopléides e tetraploides.

Finalmente, trabalhos futuros incluem a realizagéonovos ensaios de indugéo de
poliploidia, com vista & obtencdo de taxas maivaelas de polipldides. Os ensaios
incluem a avaliacdo do efeito de diferentes comaedes de colquicina e a utilizacao de
outros agentes c-mitéticos como a orizalina. Adialmente, o cruzamento de plantas
tetrapléides com dipldides sera considerado dedarbter variedades triploides, que que
poderdo apresentar caracteristicas interessantes.

Por fim, novos ensaios de embriogénese somaticajusdificados, a fim de se
conseguir estabelecer um protocolo eficaz paralacio de embrides somaticos e avaliar

0 potencial embriogénico de plantas mixoploidestraploides.
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