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RESUMO

Arbutus unedo L, conhecido comummente por medronheiro é um arbusto ou arvore
de pequeno porte, da familia Ericaceae, tipica do clima mediterranico. E uma planta
bastante resistente a condi¢cGes ambientais dificeis, que aparece muitas vezes associada a
outras espécies como pinheiro bravo e sobreiro, formando uma comunidade arbustiva. O
medronheiro é uma espécie conhecida desde tempos antigos pelas suas diversas
utilidades, ndo so a nivel farmacéutico, pelas propriedades das suas folhas e frutos, mas
também a nivel ecoldgico, ornamental, entre outros. Os seus frutos sdo muitas vezes
utilizados na confecdo de produtos tradicionais como doces, geleias e a notavel

aguardente de medronho.

Nos Ultimos anos esta espécie tem vindo a ganhar interesse cientifico
principalmente em termos de micropropagacdo mas também a nivel do estudo da sua

composicdo fitoquimica.

O presente trabalho surge com o propoésito de se explorarem novas areas de
interesse no medronheiro. Pretendeu-se portanto desenvolver um protocolo de indugéo de
calo e otimizar as suas condigdes de cultura; avaliar a presenca de arbutina e hidroguinona
em plantas de medronheiro (folhas e frutos) e a capacidade de culturas in vitro produzirem
arbutina durante o seu metabolismo normal, ou quando sujeitas a um tratamento com
hidroquinona; testar um novo método de enraizamento — dipping, baseado na inducédo da

formacéo de raizes por choque auxinico.

No ensaio de inducédo de calo verificou-se que, de varias combinagdes hormonais
testadas, a combinacdo de 1 mg/L de 2,4-D e 1 mg/L de tidiazurdo apresentou o0 maior
crescimento dos calos. A adicdo de tidiazurdo permitiu estimular o crescimento do calo,
0 que ndo foi verificado nos outros meios de cultura. Os calos obtidos foram
posteriormente utilizados para a avaliacdo da sua cinética de crescimento em dois ensaios
paralelos, realizados em meio de cultura agarizado e liquido. O ensaio desenvolvido em
meio agarizado demonstrou a influéncia de diferentes tipos de recipientes no incremento
em massa dos calos e revelou a essencialidade das trocas gasosas na promog¢do do
crescimento das culturas. A experiéncia realizada em meio liquido permitiu inferir sobre
a razdo massa de calo inicial/ volume de meio de cultura mais favoravel ao incremento
das culturas. Neste estudo constatou-se que massas iniciais mais elevadas foram as

responsaveis pelos maiores incrementos dos calos nos dois volumes testados. Os estudos
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histologicos realizados em calos com diferentes caracteristicas permitiram verificar a
ocorréncia de algumas diferencas histoldgicas, particularmente entre calos com diferentes

taxas de crescimento.

Os ensaios fitoquimicos, realizados neste trabalho demonstraram que as folhas
colhidas no campo apresentaram teores fendlicos cerca de 10 vezes superiores aos
encontrados nos frutos. No entanto, o estado de desenvolvimento das folhas e de
maturacédo dos frutos ndo demonstraram ter uma influéncia significativa no teor de fendis

totais.

A analise por cromatografia liquida de alta resolucdo hifenada a um detetor de
fotodiodos (HPLC-PDA) confirmou a presenca de arbutina nas plantas de medronheiro
crescidas no seu ambiente natural, e também em plantas cultivadas in vitro, com ou sem
a adicdo de hidroquinona. Nos ensaios de biotransformacdo, a concentracdo de
hidroguinona adicionada ao meio de cultura foi responsavel pelas maiores diferencas na
concentracdo de arbutina encontrada nas plantas, porém o tempo de exposicdo também

interferiu significativamente.

O enraizamento foi testado ex vitro por choque auxinico com uma solucéo de IBA
(9,8 mM) em plantas formadas em meio liquido e sélido. A formacdo de raizes foi
observada 20 dias ap6s o tratamento, mostrando a eficiéncia deste processo no

enraizamento do medronheiro.

Palavras-chave: cultura in vitro; calo; compostos fendlicos; arbutina;
biotransformacao; choque auxinico
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ABSTRACT

Arbutus unedo L., commonly known as strawberry tree is a shrub or a small tree from
the Ericaceae family, common around the Mediterranean basin. This plant is quite
resistant to harsh environmental conditions, and appears to be usually associated with
other plant species such as maritime pine and cork oak. Strawberry tree is a well known
species since ancient times due to its vast utilities, not only at from a pharmaceutical
perspective, but also as an interesting ecological and ornamental plant, among others. Its
fruits are generally used in the confection of traditional products such as jams and the

distinguishable “Portuguese brandy” usually called as medronheira.

In the last years this species has gained the attention of the scientific community
mainly because of its micropropagation abilities but also due to diversity of chemical

compounds that have been identified.

The present work emerges from the purpose to explore new areas of interest
concerning the strawberry tree. It was intended to develop a protocol of calli induction
and optimize its culture conditions; assess the presence of arbutin and hydroguinone in
the strawberry tree (leaves and fruits) as well as the ability of in vitro culture to produce
arbutin during its normal metabolism, or when subjected to a hydroquinone treatment;
testing an innovative method of rooting- dipping - based on the induction of root

development by an auxinic pulse.

In the callus induction assays, the results showed that from the several hormones
tested, the combination of 1 mg/L of 2,4-D and 1 mg/L de thidiazuron exhibited the better
results .Moreover, thidiazuron allowed the stimulation of callus growth a situation that
was not verified on other culture media. The calli obtain were further submitted to a
growth kinetic assay in gellified or liquid media. Cultures on agar medium demonstrated
that the type of containers affects callus growth probably by affecting the composition of
the atmosphere surrounding the tissues. The assay carried out on liquid cultures allowed
to establish an appropriate ratio of initial callus mass/ volume of the culture medium most
favorable for growth. The results showed that higher initial callus masses were
responsible for higher calli increments on both volumes tested. The histological studies
performed on calli with distinct characteristics showed the existence of some histological

differences, in particular among calli with different growth rates.
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The phytochemical trials performed in this work indicated that leaves harvested
in the field exhibited phenolic contents about 10 times higher than fruits. Nevertheless,
both the state of leaf and fruit development did not show to have a significant influence

in the total phenolic content.

The analyses by high performance liquid chromatography with photodiode array
(HPLC-PDA) confirmed the presence of arbutin for strawberry tree grown on its natural
environment, and also for plants cultivated in vitro, with or without the addition of
hydroquinone. In the biotransformation assays, the concentration of hydroquinone added
to the cultured medium was responsible for the major differences in the concentration of

arbutin found in plants; however the exposure time also interfered significantly.

Rooting was tested ex vitro by auxinic pulse with a IBA (9,8 mM) on plants
formed on liquid and solid medium. The formation of roots was observed 20 days after

treatment, showing the efficiency of this process in the strawberry tree rooting.

Palavras-chave: in vitro culture; calli; phenolic contents; arbutin; biotransformation;

auxinic pulse
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1.1 Contextualiza¢ao do trabalho

Nos ultimos anos o interesse pelo medronheiro tem aumentado de forma acentuada.
Esta situacdo deve-se, por um lado, ao interesse pelo potencial da prépria planta e, por
outro, devido aos problemas que algumas espécies florestais apresentam. E o caso do
pinheiro-bravo que, devido aos incéndios florestais e a doenca do nematode-do-pinheiro,

tem visto a sua area de cultura diminuida consideravelmente.

Apesar deste interesse pelo medronheiro, existe alguma dificuldade em encontrar
plantas selecionadas desta espécie, fazendo-se a propagacdo normalmente a partir de
sementes. Nos Ultimos anos, o Laboratério de Biotecnologia Vegetal do Departamento de
Ciéncias da Vida da Universidade de Coimbra, em colaboragcdo com outras instituicdes
cientificas, produtores e outros stakeholders, tem desenvolvido uma investigacdo
aprofundada desta espécie no que diz respeito a implementacdo de protocolos de
micropropagacdo eficazes e ao desenvolvimento de plantas com novas caracteristicas,
através da realizacdo de ensaios de hibridacao e de tentativas de obtencdo de poliploides.
Para além disso, iniciaram-se outras areas de investigacdo sobre esta espécie,
nomeadamente a caracterizagdo das estruturas secretoras e o seu eventual papel eco-

fisioldgico.

Este trabalho é mais um contributo para a valorizacdo desta espécie e resulta da
colaboragdo entre o Centro de Ecologia Funcional da Universidade de Coimbra, a
Associacdo UC InProPlant e a Faculdade de Farméacia da Universidade de Coimbra,
instituicdes que colaboram ha muito no estudo de diferentes espécies de plantas, com
vista a sua valorizacdo econémica, ou com o objetivo de promover o conhecimento

cientifico.

1.2 Arbutus unedo - Medronheiro

1.2.1 Taxonomia

Arbutus unedo L., conhecido comummente por medronheiro, € uma planta

pertencente a familia Ericaceae. Esta familia que se inclui na ordem Ericales e classe
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Magnoliopsida engloba cerca de 126 géneros e 4010 espécies, distribuidas por todo o
mundo (Stevens, 2001).

O género Arbutus, juntamente com outros cinco géneros (Arctostaphylos, Arctous,
Comarostaphylis, Ornithostaphylos e Xylococcus), constituem a sub-familia Arbutoidea,
um grupo distinto e natural da familia Ericaceae, baseado na morfologia, anatomia e
aspetos fitoquimicos das flores e frutos (Hileman et al., 2001; Stevens, 1971). Este é
constituido por cerca de 11 a 20 espécies distribuidas por todo o mundo, sendo o
medronheiro a espécie com maior interesse do ponto de vista econémico (Gomes et al.,
2010).

Na regido da bacia mediterranica podem ser encontradas quatro espécies do género
Arbutus, A. unedo, A. andrachne, A. x andrachnoides e A. pavarii pampani (Hileman et
al., 2001; Torres et al., 2002). A espécie A. x andrachnoides é um hibrido resultante do
cruzamento entre A. unedo e A. andrachne, que coexistem nalguns locais e apresentam
muitas semelhancas (Torres et al., 2002). Na regido da Macaronésia, especificamente nas
Ilhas Canarias, existe uma espécie endémica A. canariensis que quando cruzada por
fecundagdo artificial com A. unedo d& origem a um hibrido A. x andrasterilis Salas,
resultante assim de uma simpatria artificial (Pascual et al., 1993; Prada & Arizpe, 2008).
As restantes oito espécies do genero encontram-se distribuidas na regido mediterranica

do hemisfério ocidental (Hileman et al., 2001).

1.2.2 Descricdo botanica

O medronheiro é um arbusto ou arvore de pequeno porte que apresenta geralmente
uma altura média de 3 metros, podendo ocasionalmente crescer até aos 12 metros (Prada
& Arizpe, 2008; Tutin et al., 1972).

O seu tronco apresenta uma casca castanha avermelhada ou acinzentada com
fissuras, que se destacam em pequenas escamas (Castroviejo et al., 1993; Pedro, 1994)
(Fig. 1A). O medronheiro é constituido por varios ramos muito folhosos cujas folhas,
persistentes e coriaceas se dispdem alternadamente nos ramos (Fig. 1B). As folhas séo

simples, de forma lanceolada, com margens serrilhadas e apresentam uma coloragéo
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verde brilhante na pagina superior, sendo a pagina inferior de uma tonalidade verde-clara
(Gonzalez, 2007; Pereira Coutinho, 1913).

O medronheiro floresce no outono, exibindo flores hermafroditas dispostas em
paniculas terminais pendentes (até 40 flores). A corola é urceolada constituida por 5
pequenas simpétalas de cor branca ou por vezes levemente rosadas ou verdes (Castroviejo
et al., 1993; Gonzalez, 2007) (Fig. 1C). As flores sdo consideradas uma importante fonte
de néctar para as abelhas e sdo muito decorativas, sendo por isso usadas em arranjos
florais (Celikel et al., 2008; Soro & Paxton, 1999).

A. unedo é uma espécie frutifera, caracterizada pelo seu fruto comestivel, o
medronho (Fig. 1D). Este fruto € uma baga esférica com 2 cm de diametro, coberto por
papilas conicas que lhe conferem uma superficie rugosa (Castroviejo et al., 1993;
Gonzélez, 2007; Tutin etal., 1972). Ao longo do processo de maturagdo, os frutos passam
por um gradiente de cores de verde a amarelo, laranja e vermelho intenso. Quando
maduros, no outono, apresentam uma polpa com inimeras sementes pequenas angulares
e castanhas (Castroviejo et al., 1993; Piotto & Di Noi, 2001). Apesar do que foi referido,
em Portugal e noutros paises mediterranicos, o0 medronheiro é muitas vezes considerado
uma espécie florestal, situacdo a que ndo sera alheia a sua distribuicdo por vastas areas
em algumas zonas e a sua capacidade para colonizar solos marginais, muito pobres e

normalmente utilizados para a cultura de espécies florestais.

Figura 1 - Arbutus unedo. (A) tronco; (B) folhas; (C) flores — paniculas pendentes (Fonte:
https://www.flickr.com/photos/21285306 @N00/8229810328); (D) frutos maduros. A linha corresponde a
lcm.



INTRODUCAO

O ciclo reprodutivo do medronheiro é longo, prolongando-se por quase dois anos.
A floracdo inicia-se em Junho chegando a sua fase final no outono ou inicio do inverno.
Ap0s ocorrer a fecundacdo, a maturacao dos frutos estende-se por um ano, finalizando
apenas no outono do ano seguinte, altura em que se da a colheita. Assim, no outono e
inicio do inverno é possivel encontrar simultaneamente na mesma arvore as primeiras
flores e os frutos do ano anterior (Gomes & Canhoto, 2009; Ozcan & Haciseferogullari,
2007).

1.2.3 Distribuicdo geografica

A. unedo é uma espécie nativa da regido Mediterranica ocidental, do sul da Europa
e da Irlanda (Celikel et al., 2008; Piotto & Arcadu, 2001). Encontra-se amplamente
distribuido em areas com clima mediterranico, sendo uma das espécies de frutos carnudos
mais comum dessa regido (Molina et al., 2011). Pode ser encontrado em varios locais, ao
longo da bacia mediterranica, como na Peninsula Ibérica (Portugal e Espanha) e noutros
paises do sul da Europa como Franca, Italia, Croécia e algumas ilhas do Mediterranio
(Ilhas Baleares, Corsega e Sardenha). Esta espécie também aparece no norte de Africa
(Tunisia, Argélia, Marrocos), nas ilhas Canarias e na regifo mais ocidental da Asia
(Turquia), principalmente em zonas costeiras e interiores onde ndo se fazem sentir muito
a geada e a seca (Prada & Arizpe, 2008; Torres et al., 2002) (Fig. 2). Apresenta ainda
uma distribuicdo mais a norte, na regido atlantica (Molina et al., 2011), que se estende do
norte da Peninsula Ibérica, costa oeste de Franca, até ao noroeste da Irlanda (Torres et al.,
2002).

Figura 2- Distribuicio de Arbutus unedo na bacia mediterrnica e costa Atlantica. (Fonte:
http://fieldart.blogspot.pt/2010_12 01 archive.html)
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Em Portugal, o medronheiro é uma espécie espontanea que aparece de forma
dispersa em todo o territdrio, principalmente a sul do rio Tejo na regido do Algarve
(Pedro, 1994). As formacdes de medronhal ocupam uma &rea de cerca de 1500 hectares
e correspondem a 0,5% da area florestal do Pais (Godinho-Ferreira et al., 2005).

A sua atual distribuicdo neotropical e holarctica demonstra evidéncias da antiga
unido dos continentes americano e europeu que se separaram durante o Oligoceno e
Mioceno, nas duas regides mediterranicas e “Madrean” (Aguiar & Pinto, 2007; Torres et
al., 2002). Além disso pode ser considerado uma reliquia da flora tropical ou subtropical
existente no Terciario, tendo sido uma das poucas espécies que conseguiu sobreviver as
mudancas climaticas e aos periodos de glacia¢fes do Quaternario, persistindo em reflgios
térmicos (Aguiar & Pinto, 2007; Gratani & Ghia, 2002).

1.2.4 Aspetos ecoldgicos

A. unedo é uma planta com grande interesse ecoldgico que aparece geralmente
associada a outras espécies vegetais, principalmente da familia Fagaceae, como o sobreiro
(Godinho-Ferreira et al., 2005) e em bosques ou florestas de outros Quercus e Pinus.
Forma raramente povoamentos dominantes, crescendo em comunidades arbustivas
juntamente com outras espécies dos maquis mediterranicos (Correia & Oliveira, 1999)
com uma flora sub-arbustiva de tojos, urzes, estevas, carquejas, formando um sub-bosque
muito fechado (Godinho-Ferreira et al., 2005).

Do ponto de vista climético, tem preferéncia por climas temperados com invernos
suaves, uma temperatura média anual superior a 12,5 °C e precipitacdo entre os 500 e
1400 mm (Ferreira et al., 2001). Apesar de suportar temperaturas baixas, até aos -12 °C
(Mereti et al., 2002) é muito sensivel as geadas que queimam 0s gomos novos, flores e
folhas (Ferreiraet al., 2001). Sendo comummente encontrado em locais com altitudes que

variam desde o nivel do mar até aos 1200 m (Blanco et al., 2005).

No que diz respeito as condi¢des edaficas, o medronheiro cresce espontaneamente
em solos siliciosos - rochosos e arenosos - bem drenados e frescos (Correia & Oliveira,
1999). Este apresenta alguma plasticidade quanto ao solo onde prospera e embora cresca

em solos relativamente alcalinos, mostra uma preferéncia por solos acidos (Celikel et al.,
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2008; Ferreira et al., 2001). No entanto, surge também em solos calcarios como o atesta

a sua ocorréncia na Serra de Aire e Candeeiros.

O medronheiro é uma espécie que ajuda a estabilizagdo de solos, contribuindo para
a diminuicdo dos riscos de erosdo e apresenta uma forte capacidade de resisténcia a
condi¢des ambientais dificeis. Tem a capacidade de se regenerar e recolonizar terrenos
apos a ocorréncia de incéndios florestais e € de uma grande tolerancia a seca (Piotto &
Arcadu, 2001). Tais caracteristicas devem-se a sua capacidade de crescimento em solos
empobrecidos, regeneracdo por toica e disseminacdo de sementes em épocas com baixo
risco de incéndio (Konstantinidis et al., 2006), o que faz dele uma espécie “alvo” nos
programas de reflorestamento em paises do sul da Europa onde os incéndios sdo comuns

durante a estacdo seca (Gomes et al., 2010).

1.2.5 Interesses na espécie

O medronheiro é uma planta com grande interesse, que tem despertado a atencéao
ndo so pelas suas aplicacfes alimentares, farmacéuticas como também ecoldgicas e
ornamentais (Celikel et al., 2008). Embora seja uma planta ainda pouco estudada e
considerada uma espécie NUC (cultura negligenciada ou subutilizada),
(www.underutilized-species.org) tem ganho importancia e um maior interesse cientifico

nos altimos anos (Ruiz-Rodriguez et al., 2011).

Em Portugal é muito procurado pelos seus frutos, utilizados na producdo de
produtos tradicionais como doces, geleias, compotas, mas também na confecdo de
bebidas alcodlicas (Alarcdo-E-Silva et al., 2001; Pawlowska et al., 2006; Ruiz-Rodriguez
et al., 2011). A aguardente de medronho — medronheira, € uma bebida muito aromatica
produzida principalmente no Algarve e centro de Portugal que pode ser considerada como
o “produto de elei¢ao” e principal aplicagdo do medronho (Gomes et al., 2010). Esta
bebida é produzida em pequena escala por agricultores e constitui um negdcio agro-
sustentavel. Apesar dos seus altos custos de producéo, o seu elevado preco de mercado
torna-a rentavel, valorizando por isso o medronheiro a nivel social e econémico (Alarcéo-
E-Silva et al., 2001; Santo et al., 2012)
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Os frutos, quando comidos frescos, sdo uma grande fonte de agucares (42 a 52 %
do peso seco), minerais, acidos organicos mas também compostos antioxidantes tais como
vitaminas e compostos fendlicos (Oliveira et al., 2011). Estes, tal como as folhas, tém
sido usados na medicina tradicional por varias das suas propriedades terapéuticas como

antisséticas, diureticas, adstringentes e também antioxidantes (Celikel et al., 2008).

Por sua vez, as folhas tém na sua composi¢édo varios compostos fenolicos entre 0s
quais taninos, flavonoides e glicosidos fendlicos (Malheiro et al., 2012), nomeadamente
a arbutina. Segundo Gonzalez (2007), a atividade antissética das vias urinarias atribuida

ao medronheiro deve- se a presenca da arbutina.

Trata-se de uma espécie melifera, cujo mel produzido a partir do néctar das flores
é bastante conhecido e apreciado pelo seu sabor caracteristico, amargo. O mel monofloral
é um produto caracteristico de varias regides mediterranicas, produzido em pequena
escala no final de outono e pode atingir valores 4 a 8 vezes superiores aos méis
multiflorais. Além do seu uso na alimentacdo, este mel é ainda utilizado para fins

medicinais desde tempos antigos (Tuberoso et al., 2010).

Além disso, o medronheiro é valorizado a nivel ecoldgico pelo seu papel na
manutencdo da biodiversidade da fauna, servindo de alimento a diversos animais como
aves e mamiferos e por ser uma fonte de p6len para os insetos que polinizam as suas flores
(Piotto et al., 2001; Soro & Paxton, 1999).

Encontra-se igualmente presente na cultura das popula¢bes sendo muitas vezes
referenciado em livros, masicas, histérias populares e romances e aparece no simbolo da
cidade de Madrid (Gomes, 2011).

Do ponto de vista ornamental € uma planta que pode ser usada em arranjos florais
pela beleza das suas flores brancas rosadas e pelo facto destas e dos frutos aparecerem
simultaneamente (Mereti et al., 2002). A casca e as folhas tém sido utilizadas no
curtimento de peles devido ao seu contetdo em taninos, e a sua madeira é usada como

combustivel (Gonzalez, 2007).
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1.3 Biotecnologia e cultura in vitro
1.3.1 Principios e aplicacoes

A cultura de plantas é uma das atividades mais antigas e com maior importancia
para 0 Homem (Lindsey & Jones, 1992). Com o crescente aumento populacional e a
consequente reducdo das areas de cultivo, 0 nimero de pessoas com fome no mundo
atingiu os mil milhdes de habitantes, em 2009 (www.fao.org). Apesar das medidas
implementadas no Objetivo de Desenvolvimento do Milénio (ODM) e dos recentes dados
demonstrarem uma tendéncia positiva da diminuicdo da fome no mundo, cerca de 805

milhdes de pessoas continuam desnutridas (FAO et al., 2015).

A fim de contrariar esta dura realidade e outros problemas relacionados com a
producdo agricola, surgiu a necessidade de se apostar em tecnologias mais eficazes, que
promovam uma maior produtividade e resisténcia das culturas. Isto €, adotar técnicas que
promovam o melhoramento vegetal. O melhoramento de plantas teve a sua origem na
antiguidade sendo iniciado por agricultores que, por cruzamentos seletivos procuravam
obter novos cultivares e fixar as caracteristicas mais vantajosas e desejaveis. Acabando,
deste modo por, voluntariamente ou involuntariamente, alterar a genética das suas
culturas (Acquaah, 2009; Canhoto, 2010; Chawla, 2009)

Nos ultimos anos, tém sido desenvolvidas novas metodologias, ferramentas
valiosas na investigacdo e no conhecimento cientifico na area da botanica cujas aplicaces
vieram dar um contributo decisivo no melhoramento vegetal (Chawla, 2009; Lindsey &
Jones, 1992). Estas metodologias inserem-se na area da Biotecnologia, que pode ser
definida como o conjunto de aplicagdes tecnolégicas que utilizam ou modificam
organismos Vvivos ou sistemas bioldgicos para a obtencdo de novos produtos com
utilidades praticas ou industriais (Canhoto, 2010; Chawla, 2009).

A cultura in vitro é uma das areas da biotecnologia que teve um papel essencial no
melhoramento vegetal. Esta consiste no estabelecimento e manutengdo de células,
tecidos, Orgaos vegetais, plantas ou massa de células (calos) em condicdes de assepsia
num meio nutritivo adequado (George et al., 2008; Loyola-Vargas & Vazquez-Flota,
2006). O seu surgimento deu-se no inicio do século 20 impulsionado pelos trabalhos de
G. Haberlandt e, posteriormente, pela descoberta das auxinas e dos outros grupos

hormonais (Canhoto, 2010). Desde entdo, tem sido amplamente utilizada como
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ferramenta biotecnoldgica, na clonagem de plantas, producéo de metabolitos secundarios,
transformacdo genética, fusdo de protoplastos e na obtencdo de plantas hapldides
(Canhoto, 2010; Lindsey & Jones, 1992).

1.3.2 Propagacéo do medronheiro

A propagacdo do medronheiro no seu meio ambiente pode ser feita, por reproducao
sexuada através da dispersdo das suas sementes. Embora seja um processo bastante
vantajoso uma vez que promove diversidade genética também apresenta algumas
limitacGes do ponto de vista da propagacdo de arvores selecionadas (Gomes, 2011). A
viabilidade das sementes, o seu estado de dorméncia (Vasques et al., 2014) e as restricoes
impostas pelas condi¢des abidticas (ex: estratificacdo) e bidticas (atividade de animais,
bactérias ou fungos) sdo alguns fatores limitativos da germinacdo e propagagdo por

sementes (Smiris et al., 2006).

Além da reproducdo sexuada, 0 medronheiro exibe uma estratégia de regeneracéo
vegetativa por rebentacdo da toica que promove a regeneragdo vigorosa de novos rebentos
caulinares adventicios o que acontece geralmente apds a ocorréncia de incéndios
florestais ou do corte de plantas (Bond & Midgley, 2001; Konstantinidis et al., 2006).

Os métodos convencionais como a enxeria e estacaria sdo igualmente utilizados na
propagacdo do medronheiro, no entanto ndo tém demonstrado grande eficacia, devido as
baixas taxas de enraizamento e a dificuldade na inducdo manual de regeneracgdo por toica
(Prada & Arizpe, 2008).

Face a estas limitacGes, as técnicas de cultura in vitro, como a micropropagacéo,
surgiram como uma alternativa aos meétodos convencionais, sendo cada vez mais
utilizadas. A micropropagacao traduz-se na rapida producdo e multiplicacdo de um
grande numero de plantas, geneticamente iguais a planta mde — clonagem. Esta é
caracterizada como “true to type propagation” de genotipos selecionados através de

técnicas de cultura in vitro (George et al., 2008).

A micropropagacdo é muitas vezes utilizada, em detrimento dos métodos
convencionais, pelas inmeras vantagens que apresenta, tais como: pouco material

necessario para iniciar as culturas; pouco espaco requerido; condi¢cdes controladas
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(assepsia; luminosidade, temperatura); qualidade fitossanitaria (plantas livres de doencas,
fungos, bactérias); producdo continua (livre de sazonalidade); armazenamento do
material vegetal por longos periodos (banco de germoplasma); propagacdo de espécies
dificeis de propagar in vivo (Chawla, 2009; Lindsey & Jones, 1992).

Atualmente, os métodos de micropropagacao mais utilizados sdo a proliferacéo de
meristemas, a inducdo de organogénese e a formacédo de embrides somaticos (George et
al., 2008). A proliferacdo de meristemas axilares é 0 método de micropropagacdo, mais
simples e utilizado a nivel comercial e também o mais utilizado na familia Ericaceae.
Baseia-se no desenvolvimento de meristemas pré-existentes e, por isso, € uma replicacao
do desenvolvimento em condicGes naturais. Os rebentos sdo depois enraizados,
originando plantas geneticamente iguais a planta méde (Canhoto, 2010; Chawla, 2009).
Esta técnica tem sido utilizada na propagacdo do medronheiro (Mereti et al., 2002)
(Gomes & Canhoto, 2009) mas também de outras ericaceas como Arbutus andrachne L.
(Mostafa et al., 2010); Arbutus xalapensis (Mackay, 1996); Rhododendron ponticum L.
(Almeida et al., 2005); Vaccinium pahalae e Vaccinium myrtillus (Shibli & Smith, 1996).

1.3.3 Cultura de calos

O calo é um tecido amorfo e uniforme formado por uma massa de células
indiferenciadas, resultante da divisdo ativa e desordenada das células vegetais que lhe
deram origem e da sua desdiferenciacdo (George et al., 2008). In vitro é geralmente
induzido a partir de um explante cultivado num meio suplementado com reguladores de
crescimento (auxinas e citocininas) e in vivo pode ser induzido pelo stresse ou por agentes
bioldgicos (Ikeuchi et al., 2013).

Os calos podem apresentar uma morfologia bastante variavel, ndo s6 a nivel da
sua consisténcia, que pode ser friavel ou compacta conforme as suas células possuam um
menor ou maior grau de agregacao entre si, (Lindsey & Jones, 1992) mas também a nivel
da sua coloracdo que pode apresentar tons de verde, amarelo ou esbranquicado. Tais
caracteristicas encontram-se relacionadas com o explante inicial utilizado, mas também

dependem das condicdes de cultura (Canhoto, 2010).

Quando cultivados em meio sélido, os calos crescem formando massas de células

agrupadas. No entanto, em meio liquido, as massas celulares tendem a desagrupar-se
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formando suspensdes de células isoladas ou de pequenos agregados (Canhoto, 2010;
Dixon, 1985). De um modo geral, as culturas de células em suspensdo sao iniciadas a
partir de uma massa inicial de calo friavel num meio de cultura liquido, em agitagdo
(Dixon, 1985). Assim, este sistema de cultura oferece uma melhor distribuigdo das células
no meio, bem como uma maior oxigenacao e por iSso permite um acesso rapido e
uniforme a nutrientes e reguladores de crescimento (Lindsey & Jones, 1992; Mustafa et
al., 2011). E muitas vezes utilizado com vista a producio de compostos de interesse em
grande escala e ao estudo dos processos celulares e moleculares das plantas, por ser um
modelo de cultura simples de crescimento rapido e de facil manuseamento (Mustafa et
al., 2011; Rodriguez-Sahagun et al., 2012).

O crescimento relativo dos calos e das culturas de células em suspensdo pode ser
quantificado por diferentes processos, sendo 0 mais comum a quantificacdo do aumento
do peso fresco, peso seco ou do numero de células, ao longo de um periodo de tempo
conhecido (Mustafa et al., 2011) A sua dindmica de crescimento é caracterizada por uma
curva sigmoide com trés estados de desenvolvimento. Inicialmente ocorre uma fase de
laténcia que se caracteriza por uma série de processos metabdlicos (sintese de ATP,
proteinas, acidos nucleicos) que preparam as células para a mitose. Posteriormente,
segue-se uma fase de divisdo celular ativa. Esta fase inicia-se com o crescimento
exponencial dos calos, onde a taxa de divisdo celular atinge o seu maximo, seguindo-se
de um crescimento linear, com uma diminuicéo da divisdo e aumento da taxa de expanséo
celular. Por fim, quando um dos fatores se torna limitante a cultura apresenta uma fase
estacionaria onde ocorre uma diminuicdo progressiva da divisdo celular e cessacdo do

crescimento (Lindsey & Jones, 1992).

1.4 Metabolitos do medronheiro

1.4.1 Compostos fenolicos

As plantas apresentam na sua constituicdo uma grande variedade de compostos com
as mais diversas fungdes. Estas substancias, conhecidas por metabolitos resultam da
atividade metabdlica das plantas e podem ser classificados em primarios e secundarios
(Taiz & Zeiger, 2015). Por oposicdo aos metabolitos primarios, que apresentam uma

distribuicdo universal nas plantas, alguns metabolitos secundarios sdo frequentemente
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associados a um conjunto restrito de espécies. Estes ndo desempenham nenhum papel
direto no crescimento e desenvolvimento das plantas (fotossintese, respiracéo,
biossintese) mas sim funcBes importantes e adaptativas, na interacdo com outros
organismos e com 0 meio ambiente (Dixon, 2001; Harborne, 2001; Verpoorte &
Memelink, 2002)

Durante muitos anos, os metabolitos secundarios foram considerados como
produtos laterais resultantes do metabolismo primario, sem qualquer fungdo importante
nas plantas. Contudo, com o avanco cientifico e a maior compreensdo do metabolismo
das plantas chegou-se a conclusdo de que muitos deles sdo cruciais para o normal

funcionamento dos organismos vegetais (Bourgaud et al., 2001; Harborne, 2001).

Estes metabolitos secundarios incluem-se essencialmente em trés grupos
quimicamente distintos, conhecidos como terpenos, compostos fendlicos e alcaldides. Os
compostos fendlicos sdo os metabolitos secundarios mais abundantes e amplamente
distribuidos nas plantas contudo o seu modo de acéo e funcionalidade ecoldgica tém sido
dificeis de definir (Lokvam & Kursar, 2005). A sua estrutura quimica compreende um
anel aromético benzénico ao qual se encontra ligado um grupo hidroxilo (Harborne,
1998). Esta estrutura corresponde a forma mais simples dos compostos fendélicos e é
designada por fenol simples. Quando constituidos por mais do que um grupo fenol, estes

sdo designados por polifendis (Bravo, 1998) e apresentam uma estrutura bastante diversa.

No interior das células vegetais, os compostos fendlicos encontram-se raramente na
sua forma livre. Aparecem maioritariamente conjugados com aclcares ou Aacidos
organicos, frequentemente na forma de glicosidos (maioritariamente S-D-glucosidos)
(Dixon & Paiva, 1995; Jones & Vogt, 2001). A conjugacdo confere-lhes protegéo contra
a degradacao, reducéo da sua toxicidade, facilita o seu armazenamento e o seu transporte

através das membranas, pelo aumento da sua solubilidade (Jones & Vogt, 2001).

Sdo atribuidas a estes compostos diversas fungdes nas plantas, na defesa contra
herbivoros ou patdgenos, na atracdo de polinizadores e dispersores de sementes, na
absorcdo da radiagé@o ultravioleta ou em funcOes alelopéaticas (Cheynier, 2012). Além
disso possuem diversas propriedades como antialérgicas, antimicrobianas,
cardioprotetoras, entre outras, sendo a acdo antioxidante a principal propriedade que lhes
é atribuida (Bravo, 1998).
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1.4.2 Vias metabdlicas dos compostos fendlicos

A biossintese dos compostos fendlicos é bastante complexa e pode ser feita por
varias vias metabdlicas. A via do &cido chiquimico e a via do acido mal6nico sdo duas
vias metabdlicas envolvidas na sintese dos compostos fendlicos. A via do &cido
chiquimico é responsavel pela sintese da maior parte dos compostos fendlicos existentes
nas plantas enquanto a via do &cido malonico é responsavel pela sintese nos fungos e

bactérias, sendo de menor importancia nas plantas superiores (Taiz & Zeiger, 2015).

A via do &cido chiquimico deve o seu home ao primeiro composto intermediario
identificado, o 4cido chiquimico (Maeda & Dudareva, 2012). E uma via particularmente
importante nas plantas uma vez que conduz a sintese de trés aminoacidos aromaticos, a
fenilalanina, o triptofano e a tirosina (Herrmann, 1995), precursores da sintese de
numerosos metabolitos secundarios, entre os quais compostos fendlicos, pigmentos e

auxinas (Herrmann, 1995).

Esta via inicia-se pela conversao de dois carbohidratos simples, o fosfoenolpiruvato
e a eritrose-4-fosfato, precursores da glicélise e da via das pentoses fosfato,
respetivamente, em &cido chiquimico (Maeda & Dudareva, 2012). Este processo é
iniciado pela enzima DAHP sintase (3-desoxi-arabinoheptulsonato-7-fosfato) que
catalisa a condensacdo alddlica dos dois precursores em  2-dehidro-3-
desoxiarabinoheptulosonato-7-fosfato. Posteriormente, ocorre uma cadeia de reacoes de
desfosforilagdo, desidratacéo, reducdo, de uma série de compostos que conduz a formacao
do acido chiquimico (Gleason & Chollet, 2011; Vermerris & Nicholson, 2007). O &cido
chiquimico €é convertido em chiquimato 3-fosfato, pela chiquimato quinase e
posteriormente em PEPS (5- enolpiruvilchiquimato 3-fosfato) pela sua condensagao com
0 PEP (fosfoenolpiruvato). Por fim, a corismato sintase, catalisa a reagdo de converséo
do PEPS em corismato (Maeda & Dudareva, 2012; Vermerris & Nicholson, 2007), que é
o precursor dos aminoacidos aromaticos, fenilalanina, triptofano e tirosina (Herrmann,
1995) (Fig. 3).
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Figura 3- Via biossintética do acido chiquimico, adaptado de Maeda & Dudareva (2012).

Na maior parte das espécies vegetais, a classe mais abundante de compostos
fenolicos deriva da fenilalanina e depende da sua conversdo em acido cindmico, pela
remocdo de uma molécula de amoénia pela enzima fenilalanina-amonia-liase (PAL) (Taiz
& Zeiger, 2015).

Ap0s a acdo da enzima PAL, as reacdes seguintes, consistem na adi¢do de grupos
hidroxilos e outros grupos quimicos que levam a formacdo de compostos designados por
fenilpropandides, por serem constituidos por um anel de benzeno e uma cadeia lateral de
3 carbonos. Estes compostos incluem fendis simples como fenilpropanoides simples
(&cido cafeico, acido trans-cinamico), cumarinas, e derivados do acido benzoico, mas

também polifendis como lenhinas, flavonoides e taninos (Taiz & Zeiger, 2015).

1.4.3 Importancia dos metabolitos - biotransformacéo

Os metabolitos secundarios sdo compostos de grande interesse utilizados pelo
Homem desde os tempos primordiais, pela sua ampla atividade biologica (Bourgaud et
al., 2001). Muitos destes metabolitos tém sido utilizados a nivel farmacéutico e médico
mas também na area da cosmética, industria alimentar e agrondémica, para a producéao de
compostos de interesse como medicamentos, cosméticos, aromatizantes, especiarias,
corantes, pesticidas, entre outros (Kirakosyan et al., 2009; Rodriguez-Sahagun et al.,
2012; Seigler, 1998).

Gragas ao surgimento da biotecnologia foi possivel a exploracdo de novos métodos

de cultura como a cultura in vitro de células, tecidos e 6rgdos, que apés manipulacao das
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condicdes de cultura tém permitido a obtencdo de compostos de interesse (Kirakosyan et
al., 2009; Rao & Ravishankar, 2002). Muitos investigadores consideram que a cultura de
celulas e tecidos vegetais pode ser utilizada como um caminho alternativo a producéao de
metabolitos secundarios por sintese quimica ou por extragdo de compostos em plantas
espontaneas ou cultivadas (Bourgaud et al., 2001; Canhoto, 2010). A utilizacdo de tais
técnicas, ndo so elimina as restricdes climaticas, ambientais e sazonais como possibilita
uma maior garantia de qualidade e rendimento; permite a produgéo de novos compostos
ndo presentes naturalmente nas plantas, mas também reduz as colheitas de plantas
permitindo a conservacao da diversidade bioldgica (Canhoto, 2010; Rao & Ravishankar,
2002). Além disso, estas técnicas podem ser utilizadas como um sistema modelo para
melhor compreender os processos de biossintese de metabolitos nas plantas e assim
aumentar a sua produtividade (Ara, 2006).

Para aumentar o rendimento da producdo dos metabolitos podem ser utilizadas
varias metodologias, como a biotransformacéo, a adi¢do de precursores, a elicitacdo, e a

selecdo de linhas celulares mais produtivas.

A biotransformacéo pode ser definida como um processo através do qual células de
organismos vivos conseguem transformar, por reacdes enzimaticas, um composto, noutro
de maior valor (Rao & Ravishankar, 2002; Stafford & Warren, 1991). Usa-se
normalmente para a producdo de novos compostos, ndo sintetizados naturalmente pelas
células mas que podem ser obtidos por processos de transformagdo, o que é
particularmente importante aquando da producédo de determinados compostos que sdo de
obtencdo dificil ou impossivel quer por sintese quimica ou por microrganismos
(Alfermann & Petersen, 1995).

1.4.4 Arbutina

A arbutina (4-hidroxifenol pg-D-glucopiran6sido) € um derivado natural da
hidroquinona (benzeno-1,4-diol) que pertence ao grupo dos fendis simples (Rychlinska
& Nowak, 2012). A estrutura da arbutina corresponde a forma mono-glucosilada da
hidroguinona e é produzida através de uma reagdo de glucosilagéo (Fig. 4). Esta reagdo é

catalisada por uma enzima especifica, a glucosiltransferase que promove a glucosilagéo
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da hidroquinona e pela intervencéo da uridina difosfato glucose (UPDG - molécula de

alta energia, dadora da molécula de glucose) (Skrzypczak-Pietraszek et al., 2005).

A arbutina ocorre naturalmente em certas plantas e é encontrada em grande
quantidade nalgumas familias como Ericaceae, Lamiaceae, Saxifragaceae e Rosacea
(Rychlinska & Nowak, 2012). Na familia Ericaceae, a arbutina é produzida por diversas
espécies entre as quais A. unedo (Pavlovic¢ et al., 2009), Vaccinium corymbosum -mirtilo
(Kittipongpatana et al., 2007), Arctostaphylos uva-ursi - uva-ursina (Parejo et al., 2001),
e corresponde a um dos seus principais glucosidos fendlicos (Mostafa et al., 2010).

OH
OH
OH
Glucosilagao
UDPG HO 0
HO O
OH OH
Hidroquinona Arbutina

Figura 4- Processo de biotransformacéo da hidroquinona em arbutina.

Com o passar dos anos, a arbutina tem vindo a ganhar importancia e a ser cada vez
mais procurada pela industria médica e farmacéutica (Seo et al., 2012). A sua ampla
utilizacdo em formulacBes cosméticas deve-se principalmente as suas propriedades como
agente branqueador da pele, devido a sua capacidade inibitéria da sintese de melanina. A
arbutina inibe a producdo de melanina, inibindo a atividade da tirosinase, uma enzima
essencial na formacdo de pigmentos (Liu et al., 2013; Seo et al., 2012). Assim, esta
propriedade faz da arbutina um constituinte de interesse no “combate” a distarbios de
pigmentacdo como sardas, melasmas, manchas de idade, que se devem a

hiperpigmentacéo resultante da exposicao solar (Hu et al., 2009; Thongchai et al., 2007).

Além do seu efeito de clareamento, a arbutina apresenta propriedades antioxidantes,
anti-envelhecimento, analgésicas e atua como filtro das radiagdes UVB/UVC, pelo que é
largamente usada na cosmética (Alam et al., 2011). E também utilizada na medicina
moderna e tradicional como agente anti-inflamatorio e antibacteriano, no tratamento de
infecBes urinérias, pedras nos rins e como diurético (Nycz et al., 2010; Thongchai et al.,
2007)
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A arbutina também é mais segura e apresenta caracteristicas mais vantajosas
comparativamente a hidroguinona, que se relacionam com a sua maior estabilidade e ndo
toxicidade, com auséncia de odor desagradavel e de efeitos colaterais secundarios, além
de ser menos irritante para a pele (Kittipongpatana et al., 2007).

Estudos fitoquimicos prévios, realizados no medronheiro, demonstram a presenca
de arbutina nas folhas (Malheiro et al., 2012; Pavlovic¢ et al., 2011; Pavlovi¢ et al., 2009)
e frutos (Pawlowska et al., 2006) de plantas colhidas em campo. Estes estudos permitiram
a identificacdo e quantificacdo do teor de arbutina, a sua comparacdo entre espécies

provenientes de locais diferentes, e permitiram verificar o seu efeito antioxidante.

Assim, tendo em conta as diversas propriedades atribuidas a arbutina com
aplicacdes em diferentes areas econdmicas, e com base nos estudos anteriormente
realizados, revela-se importante desenvolver e otimizar protocolos que permitam

aumentar a sua producéo.

1.5 Objetivos

O medronheiro é uma espécie que apesar de ainda ser pouco estudada e considerada
uma espécie subvalorizada, tem vindo a ganhar importancia nos Gltimos anos e um maior

interesse cientifico.

O presente trabalho surge com o intuito de se explorarem novas areas de interesse
no medronheiro e pretende ser um contributo para a aquisi¢do de novos conhecimentos
relacionados principalmente com a cultura de calo, o estudo de compostos de interesse do

medronheiro e de um novo método de enraizamento.
Assim, o presente trabalho teve como objetivos principais:

- Desenvolvimento de um protocolo de inducdo de calo, bem como o posterior
estudo do perfil de crescimento dos calos e a otimizacdo das suas condigOes de cultura
em meio agarizado e liquido. Para se concretizarem estes objetivos propde-se a realizacéo
de varios ensaios nos quais se testam diferentes condicGes de inducéo de calo, recipientes

e razbes massa de calo/ volume de meio de cultura. Posteriormente, proceder-se-a
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igualmente a sua analise histoldgica por microscopia Otica de forma a detetar possiveis

diferencas histoldgicas relacionadas com as diferentes caracteristicas dos calos.

- Avaliagéo da capacidade de culturas in vitro de medronheiro produzirem arbutina
durante o seu metabolismo normal, ou por um processo de bioconverséo, quando sujeitas
a um tratamento com hidroquinona. Além disso, pretende-se igualmente averiguar a
producdo de arbutina em plantas de medronheiro no seu ambiente natural, usando para
isso a cromatografia liquida de alta resolucéo hifenada a um detetor de fotodiodos, a fim

de identificar e quantificar a arbutina e/ou a hidroquinona presentes nas amostras.

- Aplicacdo de um novo método de enraizamento — dipping, baseado na inducédo da
formacdo de raizes por choque auxinico. Neste ensaio pretende-se testar o efeito de
diferentes tempos de exposicao ao choque auxinico e do método de propagacdo empregue
na obtencao das plantas em estudo.
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2.1 Material vegetal

Para a realizagéo deste trabalho foi utilizado material vegetal proveniente de plantas
de medronheiros, bem como de dois clones previamente estabelecidos in vitro: C1 e P.
Estes clones possuem origens diferentes, sendo o C1 proveniente de linhas clonais obtidas
a partir de material adulto e o P obtido a partir da germinacgdo de sementes de uma planta

proveniente de Penamacor.

Nos ensaios de indugdo de calo foram utilizadas folhas do clone P, previamente
estabelecido in vitro como explante de partida. Estes calos foram depois usados no
estabelecimento de culturas para os ensaios de avaliagéo de crescimento de calo e estudos
histoldgicos.

Para o estudo dos compostos fendlicos usaram-se folhas e frutos colhidos em
Coimbra - no Polo Il da Universidade de Coimbra, em Outubro de 2014. As folhas e 0s
frutos foram colhidos com diferentes fases de desenvolvimento e maturacdo (folhas
jovens e maduras; frutos de cor verde, amarela, laranja, vermelha e vermelha intenso),
com o intuito de se compreender a influéncia destes dois parametros na composi¢do
fenolica, nomeadamente, da arbutina. Além do material colhido em campo, também
foram utilizadas plantas do clone C1, estabelecidas em meio liquido para a realizacdo dos

ensaios de biotransformacéo de hidroquinona em arbutina e posterior analise quimica.

Para a realizagdo dos ensaios de enraizamento, foram utilizadas plantas de

medronheiro do clone C1, cultivadas em meio de cultura agarizado e liquido.

2.2 Metodologia

2.2.1 Propagacéao in vitro do medronheiro

Neste trabalho, a micropropagacdo do medronheiro constituiu uma etapa
fundamental pois permitiu assegurar material necessario a realizagdo de todos 0s outros

ensaios.
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A multiplicacdo dos diferentes clones de medronheiro foi feita a partir de fitomeros
dos clones C1 e P cultivados em meio de Fossard modificado suplementado por um

regulador de crescimento, a citocinina BAP (benzilaminopurina).

O meio de Fossard modificado consiste na combinagdo do meio MS (Murashige &
Skoog, 1962) e do meio de Fossard (De Fossard et al., 1974), e é constituido pelos
macronutrientes e vitaminas de Fossard e pelos micronutrientes e FeEEDTA do meio MS.
A esse meio foi entdo adicionado a citocinina BAP (8,9 uM). Como fonte de carbono
utilizou-se sacarose numa concentracdo de 3 % (w/v). O pH do meio de cultura foi
ajustado para 5,7 — 5,8 recorrendo a solu¢des de HCI e NaOH (0,01 — 1,0 M). Por fim, foi
adicionado agar (6 g/L), o meio foi aquecido e distribuido por frascos de cultura (25 mL
cada) que foram posteriormente autoclavados a 120°C durante 20 minutos. Apds a
preparagéo e autoclavagem dos meios, os explantes foram inoculados (5 por frasco) numa
camara de fluxo laminar de forma a evitar a contaminacdo por agentes fangicos ou
bacterianos. Todo o material utilizado ao longo dos procedimentos, tais como pincas,
bisturis, ansas de inoculacao, foram frequentemente flamejados ap6s imersao em etanol
a 95 % (v/v). As caixas de Petri utilizadas durante os diversos procedimentos, também
foram previamente esterilizadas. Posteriormente, todas as culturas foram mantidas numa
camara climatizada, a uma temperatura de 25 °C e com um fotoperiodo de 16 horas luz e

8 horas escuro.

2.2.2 Ensaio de estabelecimento de calo e suspensdes celulares
2.2.2.1 Inducdo de calo

Com o objetivo de induzir a formacao de calo e promover o seu crescimento, foi
realizado um ensaio onde se testou o efeito, da adicdo de diferentes combinacdes
hormonais ao meio de cultura, na inducdo e formacéao de calo a partir de folhas do clone
P.

Neste ensaio foram utilizadas folhas jovens e maduras, como explante inicial, as
quais foram feitas pequenas “incisdes transversais” na pagina inferior. Estas foram

posteriormente inoculadas, uma por cada tubo de ensaio, no meio de cultura de Fossard
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modificado descrito em 2.2.1, suplementado com diferentes reguladores de crescimento

(PGRs, Tabela 1).
’ . } 2 meses,

-- obscuridade,
Explante inicial - 25°C
falhas com pequenas
incistes na pagina i E—
inferior
o S e S
P;:I:; :;\: ;l:unlrrd Mﬁ:‘iﬂ de Fnﬁ.ﬂTl + Formagio de calo
Suplementagio
hormonal

Figura 5- Esquema representativo da inducéo de calo a partir de folhas do clone P.

Tabela 1. Meios de cultura utilizados no ensaio de indugéo de calo.

Designacao do meio de cultura PGRs

M1 1mg/L acido diclorofenoxiacético (2,4-D)
M2 1mg/L 2,4-D + 0,5 mg/L cinetina (KIN)
M3 1mg/L 2,4-D + 1 mg/L tidiazurdo (TDZ)
M4 2mg/L 2,4-D

M5 2mg/L 2,4-D + 0,5 mg/L cinetina (KIN)

Apos a inoculagdo dos explantes, a culturas foram mantidas na obscuridade, numa
estufa a temperatura de 25 °C (Fig. 5). As taxas de inducgdo de calo e a percentagem de
sobrevivéncia foram registadas 4 e 8 semanas ap0s o inicio da cultura, respetivamente.
Para cada tratamento foi usado um numero total de 30 explantes (3 réplicas de 10
explantes).Os resultados foram posteriormente analisados estatisticamente (ver sec¢do
2.2.5).
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2.2.2.2 Avaliacéo do perfil de crescimento e otimizacéo das condi¢des de cultura

Para analisar o perfil de crescimento dos calos e otimizar as suas condicGes de
cultura foram realizados paralelamente, dois ensaios, um em meio sélido e outro em meio
liquido. Nestes foram analisados os efeitos de varios pardmetros no aumento de biomassa

do calo em funcdo do tempo.

No ensaio realizado em meio solido, o parametro a analisar foi o tipo de recipiente
utilizado. Nesta experiéncia foram testado trés recipientes diferentes: tubos de vidro,
caixas de Petri e caixas com tampas com filtro (Combinesss microbox — 565 mL; filtro
XXL). Para cada experiéncia foi utilizado como explante inicial uma massa de calo com
aproximadamente 200 mg, que foi inoculado num meio de Fossard modificado
suplementado com 1mg/L 2,4-D + 1 mg/L tidiazurdo (TDZ). Nas caixas de Petri e de
filtro foram inoculados 5 calos por caixa, num total de 6 caixas (30 explantes - 3 réplicas
de 10 explantes correspondentes a 2 caixas) e nos tubos de ensaio, foi colocada apenas

um calo, num total de 30 tubos (3 réplicas de 10).

No segundo ensaio, realizado em meio liquido, os calos foram colocados a crescer
num meio semelhante ao meio sélido, a excecdo do agar. Nestas culturas pretendeu-se
avaliar o efeito de dois parametros: a massa inicial de calo e o volume de meio de cultura,

no crescimento e incremento em massa das suspensdes celulares ao longo do tempo.

Foram ent&o testadas trés massas iniciais de calo: 100 mg (m2100), 200 mg (m200)
e 300 mg (m300) e para cada massa de calo testaram-se também dois volumes de meio
de cultura: 5 ml (V5) e 10 ml (V10). Os calos foram inoculados em baldes de Erlenmeyer
de 50 ml sendo depois mantidos numa camara de cultura no escuro a uma temperatura de
25 °C e sob agitacdo orbital de 140 rpm. Cada tratamento foi constituido por 5 réplicas
bioldgicas, correspondentes a 5 balGes de Erlenmeyer.

O incremento em massa dos calos foi determinado nos dois ensaios, com intervalos
de 7 dias, desde o inicio do estabelecimento de culturas tO e durante um periodo de 5
semanas. Para isso, os calos foram pesados frescos e inoculados de novo no meio de
cultura. As suspensdes celulares passaram pelo mesmo procedimento, mas foram
previamente filtradas por filtro de papel (porosidade 4-7 um), pesadas e novamente

inoculadas num novo meio de cultura. Todos estes procedimentos foram realizados numa
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camara de fluxo para evitar qualquer tipo de contaminagdo ¢ permitir a “continuagido” do

crescimento das culturas.

O incremento foi calculado pela diferenca das massas final (mf) e massa do indculo
inicial (mi) nos cinco tempos de cultura, sendo que a massa final foi a Gltima medida para
cada tratamento. Passadas as 5 semanas de cultura, foi portanto possivel obter-se a curva
representativa do crescimento dos calos ao longo do tempo. Estes resultados foram

posteriormente analisados estatisticamente (ver 2.2.5).

2.2.2.3 Estudos histoldgicos

Com o objetivo de avaliar possiveis diferencas nos calos resultantes dos ensaios
descritos em 2.2.2.2, foram realizados estudos histolégicos em calos com diferentes
caracteristicas: 1) fridveis, 2) compactos com boa taxa de crescimento e 3) calos com

reduzida taxa de crescimento.

Este material foi fixado numa solucéo de glutaraldeido 2,5% em tampdo cacodilato
de sddio 0,1 M, pH 7,2, ao qual se adicionou uma gota de cloreto de célcio 0,01 M. A
fixacdo foi feita a temperatura ambiente durante um periodo de 3 horas ap6s o qual o
material foi lavado trés vezes em tampdo cacodilato, durante 10 minutos. As amostras
foram posteriormente pds-fixadas durante 1,5 h em tetroxido de 6smio a 1%, diluido em
tampéo cacodilato. Em seguida, foram realizadas trés lavagens: uma lavagem overnight
numa solucdo tampdo, outra numa solugdo tampédo e agua (1:1) durante 15 minutos e por
fim, em agua destilada, também durante 15 minutos. Apds as lavagens, as amostras foram
desidratadas num gradiente ascendente de solucdes de etanol (70, 80, 90, 95 e duas
passagens em alcool a 100 %), durante 15 minutos. O material foi posteriormente
impregnado num gradiente de trés solucGes de resina e alcool na propor¢édo de 1:2; 1:1 e
2:1, durante 2 horas cada. Por fim, foi impregnado em resina pura overnight e depois

colocado em moldes, blocos com resina onde permaneceu dois dias, numa estufa a 60°C.

O material presente nos blocos foi cortado com 1 um de espessura com o auxilio de
um ultramicrotomo LKB Ultrotome Il utilizando facas de vidro. Os cortes foram
transferidos para uma lamina de vidro e deixados a secar numa estufa a 60 °C, durante

aproximadamente 24 horas. Procedeu-se posteriormente & coloragdo dos cortes com azul
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de toluidina através da sua imersdo no corante durante 30 minutos, no escuro e a
temperatura ambiente tendo sido posteriormente lavados com agua destilada e deixados

a secar numa estufa a 60 °C.

O material foi observado num microscopio ético Leica DM 4000 B e as fotografias
captadas com uma maquina fotografica Nikon Digital Sight DS-U1 e o software LAS
V4.0.

2.2.3 Andlise dos compostos fenolicos
2.2.3.1 Biotransformacéo

Este ensaio de biotransformacéo pretendeu avaliar a capacidade de conversdo da
hidroguinona em arbutina por parte das culturas in vitro, bem como analisar de que modo
é que a adicdo de hidroquinona ao meio de cultura influencia a producao de arbutina por

parte das plantas.

Neste ensaio foram testadas duas variaveis: a concentracdo de hidrogquinona no
meio de cultura e o seu tempo de exposi¢do. Para tal as culturas em meio liquido foram
expostas a duas concentragdes de hidrogquinona (50 mg/L e 200 mg/L) e trés tempos de
exposicdo (24 h, 48 h e 168 h). Para cada concentracdo testada foram preparadas 9
amostras (3 réplicas para cada tempo analisado). Também foram preparadas 3 amostras

as quais ndo foi adicionado qualquer substrato, servindo assim de controlo.

Para a realizagdo deste ensaio foi inicialmente necessario estabelecer as culturas em
meio liquido. Nesta etapa, 5 rebentos caulinares desprovidos de folhas e provenientes de
plantas do clone C1, foram multiplicadas em meio de cultura liquido num baldo de
Erlenmeyer de 100 mL contendo 50 mL de meio De Fossard modificado suplementado
com 8,9 UM BAP. As culturas cresceram sob agitacdo rotativa a 125 rpm, numa camara
de cultura, a uma temperatura de 25 °C, intensidade luminosa de 40 umol m2 st e

fotoperiodo de 16 horas luz/8 horas escuro.

Dois meses ap0s o0 inicio das culturas realizaram-se os ensaios de biotransformagao
(Fig. 6). O meio de cultura inicial foi removido e 1 ml de uma solugdo de hidroquinona

dissolvida em agua (2 g/L e 8 g/L), foi adicionada asseticamente aos frascos de cultura
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atraves de uma seringa com filtro Millipore (0,22 um). Adicionalmente 39 mL de meio
fresco foi acrescentado a cada frasco de cultura para se obter a concentracao final de
hidroguinona pretendida. O material vegetal e o meio liquido foram separados e
guardados 24 h, 48 h e 168 h ap6s a adicdo do precursor. A biomassa foi macerada e
congelada com azoto liquido e posteriormente guardada a -80 °C. O meio de cultura

liquido também foi recuperado e congelado a -20 °C.

Hidroguinoma 50 ¢ 2000mg/L.

— =
I meses
125 rpm
Congelamento ¢ maceragio
Meio solido de Meio liquido de com azoto liquido apos: 24, 48
Fossard + 8.9 pM Fossard + 8.9 pM ¢ 168 horas de exposigio 4
BARF BARF hidroguinona

Figura 6- Esquema representativo do ensaio de biotransformagdo de hidroquinona em arbutina
realizado nos meios liquidos de propagacgdo de medronheiro por proliferacdo de rebentos axilares.

2.2.3.2 Extracdo de compostos fenolicos no material in vivo e in vitro

Para o estudo dos compostos fenolicos foi necessario proceder-se a preparacao dos
extratos a partir do material vegetal. Para tal, os frutos e as folhas colhidos no campo em
diferentes fases de maturagao (frutos de cor verde, amarela, laranja, vermelha e vermelha
intenso, folhas jovens e maduras), bem como o material obtido in vitro (2.2.3.1), foram
congelados com azoto liquido e armazenados num biofreezer a temperatura de -80 °C até

a sua utilizacao.

A extragdo foi realizada com metanol puro 99,8 % (Merck,), na proporcéo de 10
mL de solvente para cada 1 g de amostra. O processo extrativo decorreu num
homogeneizador durante 5 minutos, seguindo-se uma centrifuga¢éo durante 15 minutos
a 2500 rpm e a temperatura ambiente. Apds a centrifugacdo das amostras, separou-se o
sobrenadante do pellet e realizou-se uma segunda extracéo de acordo com o procedimento
descrito anteriormente. Por fim, os sobrenadantes das duas extracdes, de cada amostra

foram recolhidos, juntos e armazenados a uma temperatura de 4 °C até serem analisados
(Fig. 7).
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Figura 7- Esquema representativo do processo de congelamento do material vegetal e extracdo
dos seus compostos fenolicos para posterior analise por HPLC.

2.2.3.3 Determinacéo do rendimento extrativo

Para a determinacdo do rendimento extrativo, usaram-se para cada amostra, 3
aliquotas de 500 pL que foram mantidas numa estufa de vacuo a uma temperatura de
40°C e pressdo de 123 mbar até a eliminacdo total do solvente extrativo, ou seja, até peso

constante.

2.2.3.4 Dosagem de fenois totais

A dosagem dos fendis totais presentes nos extratos das amostras foi determinada
através do método de Folin-Ciocalteu (Julkunen-Tiitto, 1985; Wang et al., 1997).

Num baldo aferido de 10 mL colocou-se um volume conhecido de extrato que foi
levado a residuo seco com azoto e posteriormente solubilizado em 100 uL de acetona.
Adicionou-se 1,9 mL de agua de Milli-Q (Millipore Corporation) e de seguida 1 mL de
reagente de Folin-Ciocalteu e agitou-se vigorosamente no vortex durante 1 minuto. Apés
este processo, adicionou-se de imediato 5 mL de carbonato de sddio a 20 % e perfez-se a
capacidade do baldo com agua de Milli-Q. Agitou-se de novo no vértex durante 1 minuto

e colocou-se a solugdo ao abrigo da luz durante 20 minutos apds os quais se leu a
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absorvancia a 700 e 735 nm num espetrofotémetro de duplo feixe - CINTRO 101, GBC®

(Victoria, Australia).

A dosagem dos fenois totais foi realizada em triplicado (3n) e a quantidade de fenois

foi expressa em equivalentes de &cido galhico, g/100g de extrato.

2.2.3.5 Cromatografia liquida de alta resolucéo (HPLC)

Os compostos fendlicos presentes nos extratos das amostras foram separados por
cromatografia liquida de alta resolucdo hifenada a um detetor de fotodiodos (HPLC-
PDA), com o objetivo de identificar e quantificar a arbutina e/ou a hidroquinona.

Para tal recorreu-se a um cromatografo Gilson equipado com duas bombas (modelo
305 e 306), um misturador (modelo 811 B) e um mddulo manométrico (modelo 805),
acoplado a um detetor de fotodiodos (PDA) (modelo 170) e a uma estacdo de controlo e

tratamento de dados Unipoint System (Unipoint ® 2.10, Gilson).

Antes de se efetuar a analise cromatografica procedeu-se a preparagdo das amostras.
Os extratos foram inicialmente concentrados num evaporador rotativo (Bucchi®,
acoplado a bomba de vacuo Huber Minichiller®) a uma temperatura aproximadamente
de 35 °C, sob vacuo. Apos a sua concentracdo, foram solubilizados em metanol a 10%,
microfiltrados com o auxilio de uma seringa com filtro milipore de 0,22 um de porosidade
e posteriormente desgaseificados num aparelho de ultra-sons, Por fim foram injetados no

cromatografo liquido de alta resolucéo.

Para a separacdo cromatografica foi utilizada uma coluna de fase reversa,
Spherisorb S5 ODS-2 Waters ® (250 mm x 4,6 mm d.i., particula de 5 um), a 24°C,
protegida por uma pré-coluna C18 HICHROM (4,30 mm x 4 mm d.i, particula de 5 um).
Foram utilizados dois eluentes na fase mével; uma solugdo aquosa de &cido formico a 5%
(HCOOH, Merck), na bomba A, e metanol puro (MeOH, Licrosolv, Merck), na bomba
B. O fluxo da fase movel foi de 1,0 mL/min, durante 65 minutos. O gradiente usado
resultou de um processo de otimizagdo que permitiu separar os dois constituintes
fenolicos em estudo (arbutina e hidroquinona). Para isso recorreu-se a dois periodos de
eluicdo isocrética (dos 0 aos 7 min e dos 60 aos 65 min) e a um gradiente descontinuo dos
7 aos 60 min, segundo as condi¢Bes que a seguir se transcrevem:
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Gradiente:

0 % de B dos 0 aos 7 minutos
5 % de B aos 10 minutos

25 % de B aos 20 minutos

30 % de B aos 40 minutos

50 % de B aos 50 minutos

80 % de B aos 60 minutos

80 % de B aos 65 minutos

Os espetros de ultra violeta-visivel foram adquiridos entre 200 e 600 nm e os perfis

cromatograficos registados a 280 e 320 nm.

A detecéo e/ou identificacdo da hidroquinona e da arbutina foi feita com base nos
tempos de retencdo e espectros de absorcao (perfil espetral e maximos de absorc¢do) dos

constituintes das amostras, comparativamente com os dos respetivos padrdes.

Para a quantificacdo da arbutina presente nas amostras recorreu-se ao método do

padrdo externo, através da equacao da reta obtida com o padrao de arbutina.

2.2.4 Enraizamento de plantas - dipping

O método de enraizamento, dipping, é baseado na inducdo da formacdo de raizes
por choque auxinico. Este método ¢ bastante simples e rapido e foi testado neste trabalho
com o intuito de se tentar diminuir algumas limitacGes existentes no processo usado
tradicionalmente, nomeadamente os elevados custos de producdo dos meios de cultura e

o tempo demorado.

Na primeira fase deste ensaio as plantas do clone C1 foram retiradas do seu meio

de cultura solido e liquido e foram removidas as raizes das plantas que ja as possuiam.

Estas plantas foram posteriormente sujeitas a um choque auxinico, quando
colocadas numa solugdo de IBA (&cido-3-indol-butirico) a 9,8 mM durante um periodo
de 10 (plantas cultivadas em meio liquido ou agarizado) ou 30 segundos (plantas
cultivadas em meio liquido). Apos esta etapa as plantas foram transferidas para um

recipiente contendo um substrato constituido por areia e perlite (2:1 v/v), onde
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permaneceram durante 20 dias, cobertas por um plastico, numa camara de cultura
(Fitoclima 1000 EHHF) a 20 °C, 70% de humidade e fotoperiodo de 12 horas. No final
deste periodo determinou-se a percentagem de enraizamento e 0 comprimento maximo
das raizes formadas em cada planta. Estas foram posteriormente transferidas para

recipientes individuais contendo terra, areia e turfa (2:2:1 v/v).

2.2.5 Andlise estatistica

O tratamento estatistico dos dados obtidos foi feito no programa GraphPad Prism
6, pela a analise de variancia (ANOVA) e as médias significativamente diferentes foram

analisadas pelo teste de Tuckey (p<0.05).
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3.1 Ensaio de estabelecimento de calo e suspensdes celulares

3.1.1 Inducéo de calo

As auxinas e citocininas sdo dois reguladores de crescimento, fundamentais na
cultura in vitro uma vez que desempenham papéis importantes no desenvolvimento e
crescimento das plantas, e o balanco das suas concentragdes é essencial na determinagdo
da morfologia das culturas (Skoog & Miller, 1957). O estudo e a manipulagdo das
concentracdes de auxinas e citocininas, presentes no meio de cultura, sdo portanto dois

parametros fundamentais quando se pretende iniciar uma cultura de calo.

Este ensaio foi realizado com o propdsito de compreender o efeito de diferentes
combinagdes hormonais na inducdo e crescimento de calo a partir de explantes foliares
de medronheiro do clone P. Os explantes inoculados foram observados periodicamente
com o intuito de se registarem os diferentes estados do seu desenvolvimento e detetar
possiveis diferencas morfologicas, entre tratamentos. A figura 8 mostra a evolugédo da

formacdo do calo desde a fase inicial de cultura até a desdiferenciacéo dos tecidos.

®» @ @

A B &

Figura 8 - Aspeto de varios estadios de desenvolvimento dos explantes foliares de medronheiro (clone P)
cultivados in vitro, ao longo do processo de inducédo de calo. (A) Inoculacdo do explante foliar no meio de
cultura. (B) Expansdo do explante foliar, 14 dias ap6s a sua inoculagdo no meio M1. (C) Inicio da formag&o
do calo no meio M5, 20 ap6s o inicio da cultura. (D) Calo formado no meio M3 com 8 semanas e 16
semanas (E); (F) Oxidacéo e necrose do explante em meio M4.
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Tabela 2 - Resumo do tipo de resposta obtida nos diferentes meios utilizados para a inducao de calo. Os
resultados foram registados ao longo das 4 primeiras semanas de cultura.

Suplementagdo hormonal ] o
Explante Tipo de resposta verificada
(mg/L)

- Boa desdiferenciagéo inicial;
M1: (1) 2,4-D

- Formacéo de calo com crescimento lento
M2: (1) 2,4-D + (0,5) KIN

- Répida oxidacdo e degeneracdo precoce dos calos

Folhas com - Fécil desdiferenciacéo;

cortes - . .
- Ré&pido desenvolvimento e crescimento de calos

transversais M3: (1) 2,4-D + (1) TDZ (amarelos/ esbranquicados constituidos por zonas
na pagina fridveis e compactas)

inferior S
- Nenhuma oxidacéo

- Formacédo de massas de calo com zonas
M4: (2) 2,4-D eshranquigadas
M5: (2) 2,4-D + (0,5) KIN - Bom desenvolvimento e crescimento dos calos

- Oxidacdo e degeneragdo dos calos

Neste ensaio ndo se verificaram diferencas morfoldgicas muito pronunciadas entre
os diferentes tratamentos, exceto para 0 meio M3 que demonstrou desde o inicio da
cultura uma rapida inducéo e desenvolvimento dos calos, sem existéncia de oxidacdo. Os
restantes meios de cultura desencadearam uma desdiferenciacdo inicial dos explantes
muito boa, no entanto, apds a formacdo dos calos, estes ndo prosseguiram 0 Sseu
crescimento, acabando por degenerar pouco tempo depois devido a oxidacdo e necrose
dos tecidos. Os meios M1 e M2, foram 0s que apresentaram visualmente, uma maior e
mais rapida oxidagdo dos calos, enquanto os meios M4 e M5 induziram um maior
crescimento e desenvolvimento dos calos. Ndo foram verificadas quaisquer outras
diferengas nos calos formados nos diferentes tratamentos, talvez pelo facto das
concentragdes utilizadas ndo terem sido suficientemente distintas para desencadear e

promover diferentes respostas e desenvolvimento dos calos.

Como se pode observar na figura 8F, alguns dos explantes inoculados nao
prolongaram o seu desenvolvimento devido a oxidacdo e morte dos tecidos. Antes de
serem inoculados os explantes foliares foram feridos na pagina inferior, com o objetivo

de induzir stresse e aumentar a exposicdo dos tecidos aos reguladores de crescimento.

38



RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta etapa pode ter sido responsavel pela necrose ou oxidacdo de alguns explantes, uma
vez que as plantas tém tendéncia a libertar compostos fendlicos, apos serem feridas. A
oxidacdo dos constituintes fendlicos pode resultar na formacao de metabolitos que podem
ser tdxicos para a planta ou resultar no acastanhamento dos tecidos vegetais (Vermerris
& Nicholson, 2006).

As taxas de inducdo de calo nos diferentes meios de cultura foram igualmente
avaliadas (tabela 2). Para tal, considerou-se que ocorreu indugédo de calo nos explantes
foliares que sofreram um processo de expansédo e desdiferenciagédo celular, seguindo-se
da formacdo de massas desorganizadas de células (Fig. 8C). A analise periddica das
culturas permitiu constatar que, quatro semanas apds o inicio do ensaio, todos o0s
tratamentos tinham induzido a formacdo de calo. A maior taxa de indugéo (83,33 %) foi
observada no meio suplementado com 2 mg/L de 2,4-D e 0,5 mg/L de KIN (M5) e foi
cerca de 30% superior a menor taxa de inducgdo obtida nos meios de cultura M1 e M2
(Tabela 2).

Pela andlise estatistica dos dados, verificou-se que a auxina (2,4-D) presente no
meio de cultura teve um efeito mais acentuado na taxa de indugéo de calo que a citocinina
(KIN). De facto, na presenca de 0,5 mg/L de KIN, a adi¢do de 1 mg/L de 2,4D (M3) ou
2 mg/L de 2,4-D (M5), levou a taxas de inducdo significativamente diferentes. Uma maior
concentracdo de 2,4-D (2 mg/L) foi mais favoravel a inducdo de calo (83,33%)
comparativamente a concentracdo mais baixa de 1 mg/L que apenas promoveu a inducao
de calo em 50% dos explantes. Por outro lado, 0os meios de cultura suplementados com a
mesma concentracdo de 2,4-D (M1-M2 e M4-M5) na presenca ou auséncia de KIN, ndo

apresentaram diferencas significativas nas suas taxas de inducéo de calo.

O 2,4-D € uma auxina frequentemente utilizada na inducdo de calo, uma vez que é
capaz de reverter o estado de diferenciacgdo celular, promover a divisdo celular e controlar
o crescimento e alongamento das células (George et al., 2008). Neste ensaio verificou-se
que quando conjugada a KIN, uma maior concentracdo de 2,4-D foi mais favoravel a
inducdo de calo (meio M5), tendo sido responsavel pela maior taxa de inducdo. No
entanto, quando associada ao tidiazurdo, uma concentracdo de 1 mg/L (meio M3) foi

suficiente para obter taxas de inducéo de calo semelhantes as verificadas no meio M5.

39



RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 3 - Inducéo de calo em folhas do clone P de medronheiro. Os resultados apresentados consistem
na percentagem de inducdo e de sobrevivéncia de calo e foram registados, 4 e 8 semanas, respetivamente,

apos o inicio das culturas.

Suplementacéo hormonal Inducéo calo Sobrevivéncia
Explante .

(mg/L) (%) calo (%)
Folhas com  M1: (1) 24-D 50,00 + 26,46 ° 0
cortes M2: (1) 2,4-D + (0,5) KIN 50,00 + 40,00 ° 0
transversais M3: (1) 2,4-D + (1) TDZ 73,33 £5,77 %P 100
napagina  M4: (2) 2,4-D 56,67 + 28,87 &P 0
inferior M5: (2) 2,4-D + (0,5) KIN 83,33 + 11,552 0

* Cada valor consiste na média em percentagem e respetivo desvio padrdo de 3 réplicas de 10 explantes
para cada tratamento. Letras diferentes, representam diferengas significativas segundo o teste de Tukey
(p<0,05).

Apesar de todos os tratamentos terem originado calo, este apenas sobreviveu
durante todo o ensaio, no meio M3, suplementado com 1 mg/L 2,4-D e 1 mg/L de
tidiazurdo. Nesse meio o calo formado apresentou uma cor amarela e esbranquicada
constituida por zonas bastante fridveis, juntamente com outras mais compactas. A taxa de
sobrevivéncia e crescimento dos calos obtidos nesse meio de cultura foi de 100%, sendo
por isso considerado o meio mais apropriado para a sua inducéo e crescimento. Todos 0s
calos produzidos nos restantes meios de cultura acabaram por ndo prosseguir a sua diviséo

celular, e por isso, degenerar ou oxidar (0% de sobrevivéncia).

O tidiazurdo é um composto utilizado como regulador de crescimento que tem
demonstrado atividades semelhantes as das citocininas, na promocgéo do crescimento de
culturas de calo, pelo seu efeito na diviséo celular (Trivedi et al., 2010). Uma vez que a
inducéo de calo depende do balango hormonal existente no meio de cultura, é provavel
que a adicdo de tidiazurdo (1 mg/ L) ao 2,4-D (1 mg/L), tenha sido suficiente para
estimular o crescimento de calo e permitir o seu desenvolvimento, contrariamente ao que
aconteceu nos meios M1 e M3. Alguns autores consideram ainda que o tidiazurdo pode
modificar os niveis de auxinas endogenas, aumentando a quantidade de compostos com

atividade semelhante as auxinas, responsaveis pela proliferagdo celular (Gomes, 2011).
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No medronheiro, e em Arbutus andrachne, ja foi observada a indugéo e crescimento de
calo em meio de cultura suplementado por TDZ (EI-Mahrouk et al., 2010; Gomes, 2011).
Num dos trabalhos realizado por EI-Mahrouk et al. (2010) foi também verificado, nas
condigOes de cultura testadas, o maior crescimento de calo nos meios suplementados com
2 mg/L de TDZ.

Ap0s a realizacdo deste ensaio considerou-se que o meio M3 constituido por 1 mg/L
de 2,4-D e 1 mg/L de TDZ foi 0 que apresentou resultados mais consistentes e mais
propicios a obtencdo de calo. Por este motivo, este foi 0 meio utilizado para a obtengéo
de calo com vista aos ensaios de avaliacdo do perfil de crescimento dos calos em meio

solido e liquido e otimizacdo das condi¢des de cultura.

3.1.2 Avaliagéo do perfil de crescimento e otimizagao das condigdes de cultura

O primeiro ensaio realizado para a avaliacdo do perfil de crescimento dos calos teve
como objetivo determinar se o tipo de recipiente utilizado no cultivo de calo em meio
solido influencia o seu crescimento e caso isso aconteca, perceber qual o recipiente mais

adequado para o efeito.

O incremento da massa inicial de calo foi analisado semanalmente nos trés tipos de
recipientes, durante um periodo de cinco semanas. No fim do tempo de cultura, verificou-
se que as curvas de crescimento dos calos apresentaram algumas diferencas, dependendo
do tipo de recipiente utilizado (Fig. 9). No que diz respeito a cinética de crescimento das
culturas, € possivel verificar, pela analise da figura 9, que as massas de calo crescidas em
tubos de ensaio e caixas com tampas de filtro apresentaram um perfil de crescimento
sigmoidal, enquanto as mantidas em caixas com tampas com filtro exibiram um

crescimento tipo linear, sem uma fase exponencial evidente.

Apds a analise estatistica dos resultados e analisando mais em pormenor os dados
obtidos, constatou-se que, para 0s trés recipientes, ocorreu um incremento em massa
significativo ao longo das cinco semanas de cultura (Fig. 10). Os tubos de ensaio
revelaram ser a melhor opcdo para o crescimento dos calos, na medida em que
demonstraram o maior incremento das massas de calo ao longo de todos os periodos da

cultura, comparativamente aos outros recipientes. Por consequéncia, as caixas de filtro
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foram os recipientes responsaveis pelo segundo melhor incremento, seguindo-se, por fim,

as caixas de Petri (Fig. 10).

Nas duas primeiras semanas de cultura, o incremento em massa dos calos foi muito
semelhante nos varios recipientes, ndo tendo sido verificadas diferengas significativas.
Nesse periodo, a taxa de incremento ndo foi muito elevada, o que pode estar relacionado
com o facto das massas celulares se encontrarem em fase de laténcia, a preparar para a
divisdo celular. J& a partir da terceira semana de cultura, as massas de calo colocadas a
crescer nos tubos de ensaio e caixas de filtro apresentaram incrementos significativamente
maiores que as massas de calo crescidas nas caixas de Petri. Este aumento em massa
traduziu-se no aparecimento de uma curva de crescimento sigmoide (Figs. 9 e 10), e
corresponde ao inicio da fase do crescimento exponencial. Tanto nos tubos de ensaio,
como nas caixas de filtro, deu-se o maior incremento na quinta semana de cultura (t5),
tendo ocorrido um aumento em massa de mais de 200 mg nessa semana. Este aumento,
no entanto, ndo sucedeu nos calos cultivados em caixas de Petri, uma vez que estes

apresentaram um crescimento linear ao longo do tempo de cultura (Fig. 9).
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Figura 9 — Curva de crescimento / incremento em massa dos calos crescidos em meio de cultura agarizado,
em trés tipos de recipientes: tubos de ensaio (TE), caixas com tampas de filtro (CF) e caixas de Petri (CP)
ao longo do tempo de cultura de 5 semanas (t). Os valores consistem nas médias do incremento em massa
(mg) para trés réplicas, em cada tratamento.
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Figura 10 — Efeito de trés tipos de recipientes: tubos de ensaio (TE), caixas com tampa de filtro (CF),
caixas de Petri (CP), no incremento em massa de calos cultivados em meio de cultura agarizado, ao longo
do tempo de cultura de 5 semanas (t). Os valores de incremento correspondem a média de 3 réplicas por
tratamento e respetivo desvio padrdo. Letras diferentes, representam diferengas significativas segundo o
teste de Tukey (p<0,05).

De um modo geral, este ensaio permitiu constatar que o tipo de recipiente utilizado
influenciou o crescimento dos calos em meio solido. O recipiente mais favoravel para a
cultura de calo revelou ser o tubo de ensaio, seguindo-se das caixas com tampas de filtro
e caixas de Petri. Estas diferencas podem ser explicadas com base nas trocas gasosas
permitidas pelos diferentes recipientes. Neste caso, 0s resultados demonstram que ocorre
um estimulo do crescimento dos calos quando as trocas gasosas sdo facilitadas pelas
rolhas de algodao dos tubos de ensaio e com as tampas de filtro das caixas. Na auséncia
de luz as células ndo realizam a fotossintese e por isso a energia é obtida através do
processo de respiracdo, dependente de oxigénio. Um estudo realizado em calos de batata
comprovaram gue o crescimento do calo duplicou quando colocado num meio de cultura
com 70% de oxigénio. Além disso, de acordo com George et al. (2008), € essencial existir
uma troca gasosa adequada para permitir um elevado crescimento dos tecidos, uma vez
que culturas néo fotossintéticas apresentam uma diminuigé@o do seu crescimento, quando
0s niveis de oxigénio sdo diminuidos. Ainda é importante referir que, existe um nivel
critico de oxigénio necessario para permitir a sobrevivéncia das células e que apesar
destas conseguirem sobreviver com baixas taxas de oxigénio, ndo existem evidéncias de

que os tecidos se desenvolvam nessas condigdes.
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E também plausivel referir que o maior crescimento verificado nos tubos de ensaio
possa estar relacionado com a acumulacdo, nos outros recipientes, de componentes
gasosos que possam afetar o crescimento das culturas. E o caso do etileno e,
eventualmente, do O6xido nitrico, dois compostos que sdo bem conhecidos por
condicionarem Vvarios processos de morfogénese. A utilizacdo de rolhas de algodéo
cardado nos tubos permite a renovacdo da atmosfera circundante dos explantes, podendo
contribuir para a diminuicdo da pressdo parcial destes gases e 0 consequente aumento de

crescimento.

No segundo ensaio realizado pretendeu-se averiguar qual a razdo entre a massa
inicial de calo e o volume de meio de cultura, mais propicia ao incremento das suspensoes
celulares. Tal como referido anteriormente, foram realizados seis tratamentos diferentes
nos quais foram testadas trés massas iniciais de calo: 100 mg (m100), 200 mg (m200) e
300 mg (m300) e dois volumes de meio de cultura: 5 mL (V5) e 10 mL (V10), ao longo

de um periodo de 5 semanas (t0 a t5).

A figura 11 mostra algumas fazes das culturas de calo em meio liquido.

Figura 11— (A, B) Calo em meio de cultura liquido apds 3 semanas de cultura. (C) Calo crescido em meio
liquido apds 5 semanas de cultura. A linha corresponde a 1 cm.

Na figura 12A encontram-se representadas as curvas de crescimento das massas

celulares para os varios tratamentos ao longo do periodo de cultura.
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Figura 12 - Dados representativos do efeito de seis diferentes tratamentos (razfes massa inicial de calo/
volume de meio), no incremento em massa, de suspensdes celulares. Nos seis diferentes tratamentos foram
testadas trés massas iniciais de calo (100, 200 e 300 mg) e dois volumes de meio de cultura (5 e 10 mL). O
crescimento das massas de calo (peso) foi avaliado semanalmente ao longo de cinco semanas (A). O
Incremento em massa foi calculado semanalmente a partir da massa inicial de calo, ao longo das cinco
semanas de cultura: t1 (B), t2 (C), t3 (D), t4 (E), t5 (F). Os resultados correspondem ao valor da média de
6 réplicas por tratamento e respetivo desvio padrdo. Letras diferentes, representam diferencas significativas
segundo o teste de Tukey (p<0,05).

Nas figuras 12A e 12F n&o se encontram apresentados os valores do incremento da
sexta semana de cultura (t5) para os calos cultivados em 5 mL de meio, uma vez que
ocorreu contaminagdo do material vegetal. A contaminagdo ocorreu provavelmente
devido a um erro no manuseamento do material vegetal ou laboratorial durante o processo
de filtracdo e pesagem do calo na quinta semana de cultura, dai ter afetado grande parte

do material vegetal.

45



RESULTADOS E DISCUSSAO

Como se depreende pela observacdo da figura 12A, verificou-se um crescimento
exponencial dos calos na maior parte dos tratamentos, tendo sido verificados os maiores
incrementos nas culturas iniciadas com uma massa de 300 mg e volumes de 10 e 5 mL de

meio de cultura, na sexta (t5) e quinta semana (t4) de cultura, respetivamente.

A analise mais pormenorizada da evolucdo do crescimento das culturas ao longo
dos diferentes periodos do ensaio permitiu avaliar e compreender o efeito da relagédo

massa de calo/volume de meio, no desenvolvimento das culturas.

Antes de se analisarem os resultados é importante referir que, tal como é possivel
notar nos diferentes graficos, o desvio padrdo associado ao incremento em massa dos
calos, é de um modo geral, bastante elevado. De facto os calos exibiram uma resposta de
crescimento bastante diversa para 0 mesmo tratamento. Esta diversidade de resposta pode
ter sido causada pela dificuldade de adaptacdo dos calos provenientes do meio sélido ao
novo meio de cultura e sua consequente degeneracdo. Além disso, segundo Mustafa et al.
(2011), apds a iniciacdo de uma cultura de calo em meio liquido as culturas passam por
um periodo de adaptacdo ao novo meio, que pode demorar alguns meses. A auséncia deste
periodo de adaptacdo neste ensaio, pode ter sido responsavel pela ndo homogeneidade
dos resultados e inicial degeneracdo dos calos. Outra explicacdo prende-se com o facto
de as culturas ndo estarem sincronizadas e as células ndo se encontrarem na mesma fase
do ciclo mitético (Canhoto, 2010).

Pela observacdo e analise estatistica dos resultados, verificou-se que apds uma
semana de cultura (t1), as massas iniciais de calo provenientes de meio sélido, sofreram
um decréscimo de peso quando inoculadas em meio liquido. Esta situacdo ocorreu em
todos os tratamentos, exceto para massas de 300 mg de calo inoculadas em 10 mL de
meio (m100V10) (Fig. 12B). Uma possivel explicacdo para esta situagéo prende-se com
o facto de que algumas massas de células possam ter tido dificuldades na adaptacdo ao

meio de cultura liquido e terem degenerado, tal como acima referido.

Na segunda semana de cultura ja foi verificado um incremento positivo em todos
0s tratamentos, exceto para as culturas iniciadas com 100 mg de calo e 5 mL de meio de
cultura (m100V5) e com 200 mg de calo e 10 mL de meio de cultura (m200V10). No

entanto ndo foram verificadas diferengas significativas entre os tratamentos, exceto para
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as culturas iniciadas com um indculo inicial de calo de 300 mg e 10 mL de meio de cultura
(m300V10) (Fig. 12C).

J4, a partir da terceira semana (t3) apenas as culturas iniciadas com 100 mg de calo
e volume de meio de cultura de 5 mL (m100V5) continuaram a demonstrar um incremento
negativo, que se prolongou até ao final do ensaio (Fig.12D). Neste tratamento, embora 0s
valores do incremento tenham sido negativos, foi verificado um ligeiro crescimento das
suspensoes celulares ao longo do ensaio. Além disso, a par do que aconteceu na terceira
semana de cultura, também se constatou que apenas as culturas iniciadas com 300 mg de
calo e 10 mL de meio de cultura tiveram um crescimento significativamente superior as
restantes. Face a estes resultados, ndo é possivel tirar-se conclusdes quanto ao efeito do

volume no crescimento das culturas iniciadas com 100 e 200 mg de inéculo.

Para as culturas iniciadas com 10 mL de meio de cultura, verificou-se que o maior
incremento ocorreu na quinta semana, tendo ocorrido, nessa semana um crescimento de
cerca de 1500 mg, 349 mg e 248 mg para as culturas iniciadas com 300, 200 e 100 mg,
respetivamente (Fig. 12E). Estes resultados indicam que para um volume de 10 mL, uma
massa inicial de indéculo mais elevada origina incrementos mais rapidos e maiores. De
forma anéloga ao verificado nas culturas iniciadas com 10 mL de meio, também se
constatou que para um volume de 5 mL, uma maior massa inicial de calo foi mais
favorével ao desenvolvimento das culturas. Assim, as duas melhores taxas de crescimento
(3497 mg e 878 mg) foram obtidas nas culturas de calo iniciadas com uma massa de 300
mg e volumes de 10 e 5 mL de meio de cultura, na sexta (t5) e quinta semana (t4) de

cultura, respetivamente (Fig. 12E e F).

Tendo em conta estes dados, pode-se inferir, que volumes maiores sao mais
apropriados para a cultura de suspensdes. Volumes mais pequenos podem ser fatores
limitativos, na medida em que a saturacdo do meio € mais precoce e 0 acesso aos
nutrientes é dificultado. Adicionalmente, verificou-se que o tamanho do inéculo €
fundamental para se iniciar a cultura, neste caso, um maior inoculo de calo teve efeitos

mais pronunciados no crescimento das culturas.

Estes resultados estdo relacionados com a razdo massa de calo/volume de meio
existente na cultura uma vez que, de acordo com o trabalho de Mustafa et al. (2011)

quanto menor for o tamanho do indculo inicial, maior sera a fase de laténcia, e, abaixo de
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uma massa minima, a cultura ndo cresce. Pelo contrario, quanto maior for o tamanho do
in6culo, mais cedo ocorrera a fase estacionaria, isto €, mais precoce serd 0

desenvolvimento, tal como verificado na figura 12A.
3.1.3 Estudos histolégicos

Os estudos histoldgicos realizados neste trabalho tiveram como principal objetivo
comparar a anatomia de diferentes tipos de calos, nomeadamente fridveis e compactos
(meio liquido e agarizado) com boa taxa de crescimento e calos com reduzida taxa de

crescimento (meio liquido).

O calo é um tecido amorfo formado por células indiferenciadas resultantes da
divisdo ativa do explante que Ihe deu origem. Este pode apresentar uma consisténcia
compacta ou friavel, conforme a parede das suas células apresente uma maior ou menor

quantidade de pectinas e hemicelulose, respetivamente (Lindsey & Jones, 1992).

Na figura 13 é possivel visualizar os diferentes tipos de calos em estudo neste
ensaio, bem como as respetivas microfotografias dos seus cortes histologicos. Pela
observacdo da figura 13 é possivel constatar algumas diferencas visuais, no que diz
respeito a cor e a consisténcia dos calos. Os calos que apresentaram elevada taxa de
crescimento (Figs 13 A, B, E e G) exibiram uma coloracdo amarela e esbranquicada,
enguanto os calos com reduzida taxa de desenvolvimento (Figs. 13 | e J) apresentam uma
coloragio mais rosa acastanhada. E importante referir que os calos da figura 13 (A, B)
sdo provenientes do meio liquido, e, apesar de estarem distribuidos em pequenos
aglomerados, apresentam uma consisténcia compacta, tais como os calos compactos

provenientes de meio sélido (Fig. 13 E). A figura 13 G é representativa do calo friavel.

A anélise microscépica dos calos corados com azul de toluidina permitiu observar
diferencas bastante notorias na sua organizacao celular, principalmente entre os calos que
apresentaram uma boa taxa de crescimento e 0s que apresentaram um reduzido

desenvolvimento.

Nos calos compactos provenientes de meio liquido foi possivel observar zonas com
células muito agregadas e pequenas, intercaladas com zonas possuindo células de maiores
dimensoes (Figs. 13 C e D). As regides mais densas apresentavam-se constituidas por um

células relativamente homogéneas, pequenas e justapostas, de forma mais ou menos
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isodiamétrica. Estas zonas correspondem, provavelmente, a locais de divisao celular ativa
do calo. As células de maiores dimens@es sdao muito vacuolizadas e mais alongadas, e
podem ser células em processo de degenerescéncia. Nos calos compactos provenientes
de meio solido também foi notdria a presencga de zonas mais ou menos densas de células
e verificou-se que as células se apresentavam mais alongadas comparativamente as

células dos calos provenientes de meio liquido (Fig. 13F).

Figura 13 — Calos de medronheiro e respetiva analise histologica. (A, B) Calo compacto proveniente da
cultura em meio liquido. (C,D) Secgdes de calo compacto proveniente de meio de cultura liquido coradas
com azul de toluidina. (E) Calo compacto crescido em meio de cultura agarizado. (F) Sec¢do de um calo
compacto crescido em meio de cultura agarizado. (G) Calo fridvel cultivado em meio de cultura sélido. (H)
Seccéo de um calo fridvel cultivado em meio de cultura sélido. (1, J) Calo com reduzida taxa de crescimento,
desenvolvido em meio de cultura agarizado. (K,L) Sec¢fes de calos com reduzida taxa de crescimento
crescido em meio de cultura agarizado. A linha nas figuras (A, B, E, G, |, J) correspondem a 1 cm.
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De uma maneira geral, os calos compactos apresentam uma elevada agregacao e
organizacdo celular, provavelmente associada a quantidade de pectinas e celulose

presente na sua parede celular (Street, 1977).

Nos calos friaveis verificou-se a presenca de células com vactolos muito grandes,
citoplasma reduzido e com formas variaveis. Assim, apesar da diferente organizacéo
celular e grau de agregacéo das células, os calos compactos e friaveis ndo demonstraram

grandes diferencas histoldgicas (Fig. 13H).

Nos calos com reduzida taxa de crescimento (Fig. 13K e L) verificou-se a presencga
de células muito coradas com a ocorréncia de grandes espacos intercelulares. A coloragédo
destas células é provavelmente devida a forte acumulagédo de compostos polifenélicos nos
vacuolos, uma situacdo muito comum em cultura de células vegetais, particularmente de
espécies lenhosas. No entanto, a confirmacdo da natureza fendlica destes compostos
necessita de estudos ulteriores utilizando técnicas de histoquimica especificas para a

detecdo destes metabolitos.

3.2 Analise dos compostos fenolicos

O estudo dos compostos fenolicos do medronheiro foi realizado com o objetivo de
avaliar a presenca de arbutina no material in vivo e a capacidade de culturas in vitro
produzirem arbutina durante o seu metabolismo normal ou quando sujeitas a tratamentos

com hidroguinona.

3.2.1 Determinacdo do rendimento extrativo no material in vivo e in vitro.

Foi determinado o rendimento de extratos metandlicos obtidos a partir do material
colhido em Coimbra, nomeadamente de folhas jovens (FJ) e maduras (FM) e de frutos
em diferentes fases de maturacdo: verde (FR1), amarela (FR2), laranja (FR3), vermelha
(FR4), vermelha intensa (FR5), bem como do material in vitro resultante do ensaio de
biotransformacdo. O rendimento extrativo foi expresso em g de extrato por 100 g de

amostra fresca (Tabela 4).
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Tabela 4 — Rendimento extrativo das amostras in vivo (folhas e frutos colhidos em Coimbra no polo 11 da
Universidade) e in vitro (ensaio de biotransformacéo de hidroquinona em arbutina) expresso em g extrato

/100 g amostra fresca.

Rendimento extrativo

Amostras .
(g extrato/ 100 g amostra fresca)
FJ 10,95+ 1,462
Folhas in vivo
FM 17,26 +1,03°
FR1 19,88+ 0,212
FR2 17,96 +0,94 2
Frutos in vivo FR3 2252+1,76%
FR4 22,49 +£395%
FR5 24,23 +4,77%
Controlo 6,16 +0,202
[50] 24h 6,82+0,312
[50] 48h 6,48 + 0,462
Ensaio de
) [50] 168h 6,47 +1,322
biotransformacéo
[200] 24h 6,59 +0,862
[200] 48h 7,04 +£0,562
[200] 168h 7,62+0,522

* Os valores correspondem as médias de trés réplicas e respetivo desvio padrdo. Letras diferentes,

representam diferengas significativas segundo o teste de Tukey (p<0,05).

Ap0s andlise dos resultados, constatou-se que as amostras in vivo apresentaram um
maior rendimento extrativo quando comparadas as amostras in vitro, provenientes dos
ensaios de biotransformacdo. Este resultado leva nos a crer que as plantas cultivadas in
vitro, em meio liquido, apresentam uma composi¢do quimica diferente das restantes, mas
também pode ser explicado pelo facto destas apresentarem um elevado teor em agua,

responsavel pelo aumento do peso da amostra fresca.

Verificou-se também que as folhas jovens ndo apresentaram um rendimento tao
elevado quanto as folhas maduras, talvez por ainda estarem em fase de desenvolvimento
e, consequentemente, apresentarem uma composicdo quimica qualitativa e/ou

quantitativa diferente.
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No que diz respeito ao rendimento extrativo dos frutos, ndo foram verificadas
diferencas significativas associadas ao seu estado de maturacdo. No entanto, foi
observado um “ligeiro” aumento do rendimento extrativo, associado ao aumento do
estado de maturacgdo dos frutos. Tal foi também verificado por Oliveira et al. (2011) no
seu estudo realizado sobre o efeito do estado de maturacéo dos frutos na sua composi¢éo

quimica e atividade antioxidante.

Uma das caracteristicas mais importantes dos compostos fenolicos prende-se com
a sua propensao para se oxidarem, tanto por enzimas especificas presentes nas plantas,
como pela sua exposi¢do a luz ou contacto com o oxigénio. Além disso, estes compostos
sdo muitas vezes encontrados nas plantas em forma de glicésidos, facilmente oxidados.
Deste modo, para garantir a manutengdo dos compostos fendlicos, é necessario ter em
consideracado a natureza do solvente extrativo a utilizar e optar por solventes que reduzam
0 processo oxidativo. Segundo Harborne, os solventes de natureza alcoolica previnem a

ocorréncia de oxidacao de natureza enzimatica (Harborne, 1998).

Neste trabalho o solvente extrativo utilizado foi o metanol e as amostras foram
protegidas da luz, no decorrer de todos os ensaios de forma a minimizar possiveis

alteracdes dos compostos fenolicos.

3.2.2 Dosagem dos fendis totais

O teor de fenois totais presentes nas amostras foi determinado pelo método de
Folin-Ciocalteu. Este método fundamenta-se numa reacdo de oxida¢do reducao na qual,
em meio alcalino, ocorre a oxidacdo do ido fenolato e a reducdo do reagente (acido
fosfomolibdico-tungstico), originando uma solugédo corada de azul (Watermann e Mole,
1994).

O teor de fenois totais presente nos extratos foi expresso em g de fendis totais,
equivalentes a acido galhico, por 100 g de extrato. Este foi determinado por recurso a
equacdo da reta de calibracdo do padrdo de acido galhico: y = 0,0807x + 0,0085 (R? =
0,9947).
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Esta reta foi obtida a partir dos valores das diferencas entre as duas absorvancias
a 700 e a 735 nm, das varias concentracdes da solucéo padrdo de acido galhico em acetona
a 70 %.

A par do que aconteceu com o rendimento extrativo, também o teor em fenois totais
mostrou ser mais elevado nas folhas maduras, face as jovens (Tabela 5). Além disso, 0s
extratos metanolicos das folhas jovens (18,93 + 2,52 g FT /100 g extrato) e maduras
(25,23 + 2,284 g FT /100 g extrato) ainda apresentaram um contetdo de fendis totais
cerca de 10 vezes superior ao encontrado nos frutos, que variou de 1,36 £ 0,52 a 2,74 +
0,18 g FT /100 g extrato. Estes resultados estdo proximos dos valores de fenois totais
descritos noutros trabalhos da literatura, para as folhas (Oliveira et al., 2009) e os frutos

(Alarcdo-E-Silva et al., 2001; Mendes et al., 2011), respetivamente.

Tabela 5 - Teor de fendis totais presentes nas amostras in vivo (folhas e frutos colhidos em Coimbra no
polo Il da Universidade) e in vitro (ensaio de biotransformacéo de hidroquinona em arbutina) expresso em

g de acido galhico /100 g extrato.

Amostras Fendis totais
(g FT/ 100 g extrato)

FJ 1893 +2524

Folhas in vivo
FM 2523+2728°2
FR1 1,73+0,26 2
FR2 2,74 +0,18¢

Frutos in vivo FR3 1,36 +0,52¢
FR4 1,56 +0,54¢
FR5 1,67+0,74°2
Controlo 15,17 + 0,34
[50] 24h 16,85+ 1,78 2
[50] 48h 12,15+ 3,50 &P

Ensaio de

_ [50] 168h 10,35+ 2,16

biotransformacéo
[200] 24h 16,89 + 3,43
[200] 48h 15,66 + 0,74 &P
[200] 168h 13,28 +1,37 &P

* Os valores correspondem as médias de trés réplicas e respetivo desvio padrdo. Letras diferentes,

representam diferencas significativas segundo o teste de Tukey (p<0,05).
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Nos frutos, o teor de fendis totais mostrou um padrao diferente do padréo obtido no
rendimento extrativo. Apesar das diferencas obtidas ndo serem significativas, os frutos
amarelos exibiram um teor de fendis totais mais elevado que os frutos verdes e maduros
(laranja e vermelhos). No trabalho de Oliveira et al. (2011), foi demonstrado que ambos
os frutos verdes e maduros exibiram valores semelhantes de fendis totais, tendo, os frutos
com estado de maturacao intermédio, apresentado na sua constituicdo, quantidades de

fendis totais superiores.

As amostras do ensaio de biotransformacdo de hidroquinona em arbutina
apresentaram algumas diferencas quanto ao teor de compostos fenolicos. Pela analise
estatistica dos resultados obtidos é possivel perceber que o tempo de exposicdo a
hidroguinona foi o fator mais importante nas diferencas de fenois totais obtidas entre as
amostras. De facto, constatou-se que quando expostas a uma concentracdo de 50 mg/L de
hidroquinona, as plantas inoculadas 24 h com hidrogquinona exibiram uma quantidade de
fenois totais significativamente superior as plantas inoculadas durante 168 h. Por outro
lado, comparando o teor de fendis totais num periodo de tempo especifico, verificou-se
que a quantidade de fendis totais produzida nas duas concentragdes nao apresentou uma

grande variacao.

Os valores de fendis totais podem provavelmente estar relacionados com a
quantidade de hidroquinona ou arbutina presente nas amostras o que serd analisado na
seccdo 3.2.3. No entanto, € ja possivel indicar que um periodo de tempo maior de
exposicdo a hidrogquinona pode ter desencadeado um processo de desintoxicacao por parte
das plantas e libertacdo dos compostos para 0 meio de cultura, tendo em consideragdo que
o teor de fendis totais apresentou um padrao evolutivo caracteristico, com tendéncia para

diminuir com 0 aumento do tempo de exposicao a hidroguinona.

3.2.3 Cromatografia liquida de alta resolugéo

A Cromatografia Liquida de Alta Resolucdo (HPLC) é uma técnica que permite a
separacdo dos compostos de uma mistura através da sua afinidade e interacdo com uma

fase mdvel (solvente) e uma fase estacionaria (coluna com particulas muito finas).
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Neste trabalho foi utilizada uma coluna de fase reversa, com fase estacionaria apolar
e fase movel polar (metanol e &cido formico a 5%), assim os compostos foram separados
tendo em conta com a sua polaridade. Os compostos polares das amostras, sollveis na
fase madvel, foram os primeiros eluidos, seguindo-se posteriormente dos compostos
apolares que ficaram retidos mais tempo pela fase estacionaria (Bird, 1989). O detetor de
fotodiodos permitiu, apos separacdo cromatografica, detetar os diferentes constituintes da
amostra que absorvem no ultra-violeta (UV) e/ou no visivel (V), obtendo-se, deste modo
para cada composto, o respetivo tempo de retencdo e, simultaneamente, o seu perfil
espectral (UV-V). Uma vez que os compostos fendlicos apresentam uma sequéncia de
eluicdo e um perfil espetral especifico, dependendo da sua natureza, estes dois parametros
sdo fundamentais para a identificacdo dos compostos e para elucidar quanto a sua
diversidade estrutural (Rodrigues, 2008). Estes parametros permitiram ainda averiguar a

presenca de arbutina e hidroquinona nas amostras em estudo.

Na figura 14 encontra-se representado o material vegetal analisado no estudo dos

compostos fendlicos e na andlise por HPLC.

D%

” 2
[ .
 Nagy

Figura 14 — (A, B) Frutos de medronheiro em diferentes fases de maturacéo (verdes, amarelos, laranjas,
vermelhos e vermelho intenso. (C) Folhas em diferentes fases de desenvolvimento (jovens e maduras). (D,
E) Proliferacdo de rebentos caulinares em meio liquido. As linhas correspondema 1 cm.

Neste trabalho, a analise cromatografica das amostras in vivo e in vitro revelou a
presenca de arbutina nos extratos metandlicos das folhas colhidas no campo e das plantas
cultivadas in vitro, ndo tendo sido encontrada nos frutos. Pelo contrario, ndo foi detetada

hidroguinona em nenhuma amostra analisada, quer do material in vivo, quer in vitro. Estes
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resultados indicam que o medronheiro consegue sintetizar naturalmente hidroguinona nas
suas folhas e que, quando cultivado in vitro com hidroguinona, consegue metaboliza-la e

transforma-la em arbutina.

A identificacdo da arbutina foi feita por comparagdo do perfil cromatografico das
amostras com o perfil do padrdo da arbutina, nomeadamente pela comparagédo do tempo

de retencdo, perfil espetral e maximo de absorcdo UV do composto.

As figuras 15, 16, 17, ilustram o perfil espetral da arbutina, da hidroquinona e o
cromatograma do padréo da arbutina e hidroquinona, respetivamente. As figuras 18, 19,
20, 21, 22, correspondem aos cromatogramas das folhas maduras, folhas jovens, frutos
verdes e duas amostras do ensaio de biotransformacéo expostas durante 24 horas a 50 e

200 mg/L de hidroquinona, respetivamente.
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Figura 15 - Perfil espetral da arbutina, com maximo de absor¢do aos 283 nm (*) e tempo de retengdo de
4,6 minutos.
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Figura 16 - Perfil espetral da hidroquinona, com maximo de absorc¢éo aos 289 nm (**) e tempo de retengédo
de 5,3 minutos.
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Figura 17 - Cromatograma padrdo da mistura de arbutina (*) e hidroquinona (**).
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Figura 18 - Cromatograma das folhas maduras de medronheiro, colhidas em Coimbra - no Polo Il da
Universidade de Coimbra em Outubro de 2014. (*) Arbutina
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Figura 19 - Cromatograma das folhas jovens de medronheiro colhidas em Coimbra - no Polo Il da
Universidade de Coimbra em Outubro de 2014. (*) Arbutina.
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Figura 20 - Cromatograma do fruto verde (FR1) de medronheiro, colhido em Coimbra - no Polo Il da
Universidade de Coimbra em Outubro de 2014.
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Figura 21 - Cromatograma de uma amostra do ensaio de biotransformacéo exposta a uma concentracdo de
50 mg/L hidroquinona durante um periodo de 24 horas ([50] 24h). (*) Arbutina.
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Figura 22- Cromatograma de uma amostra do ensaio de biotransformacao exposta a uma concentragdo de
200 mg/L hidroguinona durante um periodo de 24 horas ([200] 24h). (*) Arbutina.
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Ap0s a injecdo das amostras em estudo e dos padrdes de arbutina e hidroquinona,
foi possivel quantificar a arbutina existente nas amostras das folhas e dos ensaios de
biotransformacdo. A quantificagdo foi feita, recorrendo a equacdo da reta de calibragdo
da arbutina: y = 563.450,17400x + 561.419,96498, R2 = 0,99990

Esta equacéo foi construida recorrendo aos valores das areas sob a curva (AUC),
obtidos para as diferentes concentracdes da solugdo padrao de arbutina. Assim, sabendo
os valores de AUC (y) obtidos para as nossas amostras apds analise cromatogréfica, foi
possivel calcular a concentracdo de arbutina presente nas mesmas (x), por substitui¢do

dos valores na reta de calibracéo.

Os resultados obtidos demonstram a presenca de arbutina nas folhas in vivo (jovens
e maduras) do medronheiro e por isso comprovam a sua capacidade de sintese em
condicdes naturais, tal como descrito na literatura (Malheiro et al., 2012; Pavlovi¢ et al.,
2011).

Tal como verificado no teor de fendis totais presentes nas folhas jovens e maduras
(Figs. 23 B), a quantidade de arbutina presente nas folhas maduras foi igualmente superior
a das folhas jovens (Fig. 23A). Estes resultados indicam que existe portanto uma

correlacdo entre o teor de fendis totais e a quantidade de arbutina presente nas folhas.

No que se refere ao ensaio de biotransformacdo de hidroquinona em arbutina,
verificou-se que as culturas in vitro de medronheiro demonstraram a capacidade de
produzir arbutina. Neste ensaio constatou-se que, além das plantas sujeitas a um
tratamento com hidroquinona, também as plantas cultivadas em meio liquido, sem
exposicdo a hidroquinona — ensaio controlo, apresentaram na sua constituicdo uma
pequena quantidade de arbutina (0,75 g /100 g extrato) (Fig. 23C). Estes resultados
sugerem que, tal como as plantas crescidas no seu ambiente natural, também as plantas
cultivadas in vitro detém a capacidade de produzir arbutina, durante o seu metabolismo
natural. Verificou-se, porém, que essa quantidade de arbutina foi cerca de 8 vezes inferior
a obtida neste trabalho, para as folhas maduras do medronheiro, no seu ambiente natural
(6,36 9/100 g extrato). Resultados similares foram obtidos em Arbutus andrachne, tendo
sido verificados niveis de arbutina de 3 - 8 g/ 100 g amostra seca em folhas crescidas in
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vivo e 0,9 g /100 g amostra seca em folhas provenientes de plantas cultivadas in vitro
(Mostafa et al., 2010).

w
=
1

ey a
) —_—
s ; & J
3 T £ a
o @ 204
b2 ©
S =
-— f=]
B 8
- ~ 104
@ —
£ o
= -
2 &
© . 0 T
FJ FM FJ FM
Ensaio biotransformagao Ensaio biotransformagao
8- » 25
o IEI 2
= 20 a
£ 64 b e
= - ab
% - b _.E_; T ab i ab
=] = 15
o @ b
= 4 o
) =]
® ¢ g, T
£ — . d 2
= 3 -
_E — w o
C 150] [50] 150] [200]  [200)  [200] C 150] [50] 150] [200]  [2000  [200]
24h 48h 168h 24h 48h 168h 24h 48h 168h 24h 48h 168h
Concentragiio e tempo de exposi¢édo a hidroquinona Concentragiio e tempo de exposi¢éo a hidroguinona

Figura 23 - Dados representativos da quantidade de arbutina presente nas amostras in vivo (folhas jovens
e maduras) (A) e in vitro, no ensaio de biotransformacéo (C), e dos respetivos teores em fendis totais — FT
(B) e (D). O ensaio de biotransformacéo consistiu em avaliar a capacidade de biotransformagdo de
hidroquinona em arbutina por parte de culturas in vitro de medronheiro. Neste ensaio foi testado o efeito
de duas concentragdes de hidrogquinona (50 mg/L e 200 mg/L) e trés tempos de exposic¢ao (24, 48 e 168h)
na producédo de arbutina. Os valores encontram-se expressos em g de arbutina ou de fendis totais /100 g
extrato e correspondem a média das réplicas de cada tratamento e respetivo desvio padréo. Letras diferentes,
representam diferengas significativas segundo o teste de Tukey (p<0,05).

A inclusdo de hidroquinona nos meios de cultura liquidos permitiu verificar a
capacidade de biotransformagéo de hidroquinona em arbutina, por parte das plantas. A
arbutina foi encontrada em todos os extratos metanolicos do ensaio, mas em quantidades
significativamente superiores nas plantas expostas a uma concentra¢do de 200 mg/L de
hidroquinona. Quando expostas a uma mais baixa concentracdo de hidroquinona (50
mg/L) os niveis de arbutina nas plantas foram igualmente mais baixos, variando entre os
1,70 e 2,65 g por 100 g de extrato, enquanto sob a maior concentragdo de hidroquinona
(200 mg/L), a quantidade de arbutina foi mais elevada, variando entre os 4,81 e 7,10 g
por 100 g de extrato de acordo com o tempo de exposi¢do (Fig. 23C). Uma relacdo
semelhante foi também comprovada em trabalhos realizados noutras espécies, como

Aronia melanocarpa, Hypericum perforatum, Ruta graveolens, (Kwiecien et al., 2013;
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Piekoszewska et al., 2010). Destes resultados se interfere, que a adi¢do de hidroquinona,
intensificou a producao natural de arbutina nas culturas in vitro e que a exposic¢éo a uma
concentragdo de 200 mg/L de hidroquinona durante 24 horas, proporcionou uma
producdo de arbutina (7,10 g/ 100 g extrato) superior a quantidade existente nas folhas
maduras do material estudado (6,36 g /100 g extrato). Tais resultados demonstram o
provavel potencial deste processo de biotransformacdo na producdo de arbutina em

grande escala.

Constatou-se ainda que o tempo de exposicao a hidroguinona teve uma influéncia
significante na quantidade de arbutina presente nas plantas, tendo sido verificada uma
relacdo inversamente proporcional entre a quantidade de arbutina e o tempo de exposi¢édo
a hidroquinona. Isto €, plantas expostas a hidroquinona por um maior periodo de tempo
apresentaram uma menor quantidade de arbutina, do que plantas expostas por um periodo
menos prolongado. Este efeito foi verificado para as duas concentragdes de hidroquinona
e revela a existéncia de uma relacdo inversa entre a quantidade de arbutina sintetizada
pelas amostras e o tempo de exposicdo a hidroguinona. Assim, as plantas expostas a uma
concentragdo de 200 mg/L de hidroquinona apresentaram concentragdes sucessivamente
decrescentes de arbutina, quando expostas a periodos de tratamento de 24h, 48h e 168h,
respetivamente. O mesmo aconteceu no material cultivado com uma concentracdo de 50
mg/L de hidroquinona (Fig. 23C). Este comportamento foi também verificado em
trabalhos com outras espécies, entre as quais Echinacea purpurea Exacum affine, Melittis
melissophyllum, Ruta graveolens (Skrzypczak-Pietraszek et al., 2005). Destes resultados
pode-se inferir que, quando expostas por um periodo prolongado a hidroquinona as
plantas desencadeiam um mecanismo de desintoxicagéo e libertam a arbutina produzida.
Uma vez que neste trabalho ndo foi avaliada a quantidade de arbutina presente no meio
de cultura, ndo se podem tirar mais conclusdes quanto aos resultados obtidos, e ensaios

suplementares teriam de ser realizados no sentido de se compreender essa relacao.

Tal como sucedido para as folhas in vivo, também as plantas cultivas in vitro neste
ensaio de biotransformacdo apresentaram uma relagdo diretamente proporcional entre o
teor de fendis totais e a quantidade de arbutina (Figs. 23C e D). Com isto, é possivel
considerar que a quantidade de arbutina produzida nas plantas contribui para a variagdo

do teor de fendis totais exibidos pelos diferentes materiais estudados.
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3.3 Ensaio enraizamento

Com vista a otimizar o protocolo de enraizamento de plantulas de medronheiro por
choque auxinico com IBA foi realizado um ensaio no qual se avaliou o efeito do método
de propagacéo das culturas (meio sélido e liquido) e dois tempos de exposic¢do a auxina,

no enraizamento das plantulas (Fig. 24).

Vinte dias apds a inducdo do enraizamento por choque auxinico em IBA, foram
registados os resultados obtidos em cada tratamento. Os parametros analisados foram a
taxa de sobrevivéncia e de enraizamento dos explantes, o0 numero de raizes formadas por

explante e por fim, o comprimento da maior raiz formada por explante.

Figura 24 — Etapas da inducdo do enraizamento, por choque auxinico em IBA (9,8 mM), de plantas de
medronheiro cultivadas in vitro. Multiplicacdo em meio liquido (A) e sélido (B) de plantas de medronheiro.
(C) Plantas com 10 dias de aclimatizacdo em areia e perlite (2:1 v/v) ap6s choque auxinico. (D) Estado do
desenvolvimento das raizes 20 dias ap6s o choque auxinico. (E) Crescimento em terra, areia e turfa (2:2:1
v/v) das plantas enraizadas.

Os resultados demonstraram que a maioria das plantas respondeu de forma positiva
ao choque auxinico e a adaptacdo ao novo meio. As plantas propagadas em meio
agarizado foram as que melhor se adaptaram, tendo apresentado uma taxa de
sobrevivéncia de 100 %. Apesar da aparente fragilidade das plantas provenientes do meio
liquido, registou-se uma taxa de sobrevivéncia de 95 % para as plantas expostas a um
choque auxinico de 10 segundos. No entanto, quando expostas por um periodo mais
prolongado ao IBA (30 segundos) as plantas provenientes de meio liquido apresentaram
uma taxa de sobrevivéncia significativamente inferior (66,67 %) (Tabela 6). Estes
resultados indicam que o tempo de exposi¢do ao IBA foi um fator importante no processo
de enraizamento de plantas provenientes de meio liquido. Neste caso, contatou-se que 0
menor tempo de exposicdo ao IBA (10 segundos) foi mais favoravel ao enraizamento.
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Isto pode ter acontecido pelo facto da exposicdo ter sido prolongada para a concentracéo
de IBA usada, o que pode ter determinado a morte de grande parte das plantas. No que
diz respeito ao método de propagacdo das plantulas, este ndo foi um fator limitativo, uma
vez que as plantas propagadas pelos dois métodos, apresentaram taxas de sobrevivéncia

bastante proximas.

Tabela 6 — Pardmetros analisados no ensaio de enraizamento de plantas expostas a 2 tempos de exposi¢do
29,8 mM IBA (10 e 30 segundos) e provenientes de métodos de propagagao diferentes: meio sélido MS e
meio liquido ML. Percentagem de enraizamento, nimero de raizes formadas por explante e comprimento
da maior raiz.

Tempo de
Proveniéncia exposicdo a 9,8 Sobrevivéncia
do explante mM IBA (%)”

(segundos)
Plantas meio ) 100,0 0,02
agarizado

a

Plantas meio 10 95,00 £5,77
liquido 30 66,67 + 577"

* Os valores correspondem a média e respetivo desvio padrdo das trés réplicas.
Letras diferentes correspondem a diferencas significativas segundo o teste de
Tukey.

No que diz respeito a percentagem de enraizamento, o teste da anova demonstrou
que tanto a origem do explante como o tempo de exposicao a auxina afetaram a formacéo
de raizes. Verificou-se que para um periodo de exposi¢do ao IBA de 10 segundos a taxa
de enraizamento obtida para as plantas provenientes do meio agarizado (93,98 %) foi
significativamente superior a obtida para as plantas provenientes do meio liquido
(72,50%) (Tabela 7). Destes resultados se interfere que o processo de enraizamento foi
mais efetivo nos rebentos provenientes de meio de cultura sélido. Uma possivel
explicagcdo para este acontecimento prende-se com o facto das plantas provenientes do
meio agarizado possuirem calos mais lenhoso e resistentes, permitindo uma maior
facilidade de aclimatizacdo. Além disso, a menor taxa de enraizamento das plantas
propagadas em meio liquido pode estar correlacionada com a vitrificagdo observada
nessas plantas. A vitrificacdo € uma anomalia fisioldgicos que se traduz na formacéao de

plantas com folhas translucidas, de aspeto muito hidratado, com uma reduzida biossintese
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de clorofila o que interfere por isso com a fotossintese e trocas gasosas nas plantas
(Canhoto, 2010). Segundo Hazarika (2006) plantas com esta anomalia apresentam uma
maior dificuldade de aclimatizacdo por possuirem menor teor de massa seca e serem
menos lenhificadas. Frequéncias de enraizamento similares as verificadas neste trabalho
para as plantas provenientes do meio solido, também foram obtidas por (Gomes &
Canhoto, 2009) ap06s a inducao do enraizamento em rebentos caulinares expostos a um
choque auxinico de 15 segundos e seu posterior alongamento em meio de cultura com

carvao ativado.

Tal como referido anteriormente, o tempo de exposicdo ao IBA teve também um
papel determinante no enraizamento das plantas propagadas em meio de cultura liquido.
A maior percentagem de inducdo de raizes (84,92%) foi alcancada apds um choque
auxinico com IBA durante 30 segundos e foi cerca de 10% superior a taxa obtida para um
tempo de exposicdo de 10 segundos. Uma vez que as plantas provenientes do meio liquido
e expostas ao IBA durante 30 segundos apresentaram uma baixa taxa de sobrevivéncia,
os valores de enraizamento, sdo apenas referentes aos dados obtidos para as plantas
sobreviventes. Os resultados obtidos revelam que apesar do maior tempo de exposicao ao
IBA ter efeitos negativos na sobrevivéncia dos explantes, este promove, uma maior taxa
de enraizamento. De facto, o IBA é uma das principais auxina utilizadas na inducdo do
enraizamento no entanto esta é também responsavel pela inibicdo do desenvolvimento e

crescimento das raizes (Gomes, 2011).

Os resultados demonstram que o numero de raizes formadas por explante apenas
foi afetado pelo método de propagacao utilizado, ndo tendo sido verificadas diferencas
significativas induzidas pelo tempo de exposicdo a auxina. Tal como verificado
anteriormente para a taxa de enraizamento, também o maior niumero de raizes formadas
por explante foi obtido nas plantas cultivadas em meio sélido. Estas plantas exibiram um
numero médio de raizes de 8,09 bastante superior ao obtido nas plantas propagadas em

meio liquido de 5,43.

Como foi referido anteriormente, 0 nimero de raizes produzidas por explante nas
plantas propagadas em meio liquido foi bastante semelhante para os dois tempos de
exposicdo ao IBA, o que revela que apesar da elevada concentracdo do IBA, o maior

tempo de exposi¢do ndo foi um fator limitativo na formacéo de raizes.
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Tabela 7 - Pardmetros analisados no ensaio de enraizamento de plantas expostas a 2 tempos de exposi¢édo
a 9,8 mM IBA (10 e 30 segundos) e provenientes de métodos de propagacao diferentes: meio sélido MS e
meio liquido ML. Percentagem de enraizamento, nimero de raizes formadas por explante e comprimento
da maior raiz.

Tempo de Comprimento
Proveniéncia exposicao a Enraizamento  N° raizes/ da mgior raiz /
doexplante 9,8 mM IBA  (%)" explante” .

(segundos) explante (cm)
Plantas meio 0444+ 481%  809+024%  2,69%0,25°
agarizado

b b b

Plantas meio 10 73,89 + 4,49 5,43 +0,23 1,63+£0,11
liquido 30 8492+138% 566+044°  139+017"

* Os valores correspondem a média e respetivo desvio padrdo das trés réplicas. Letras diferentes
correspondem a diferencgas significativas segundo o teste de Tukey.

O comprimento das raizes formadas por um choque auxinico de 10 segundos, foi
significativamente diferente entre plantas propagadas em meio sélido (2,69 cm) e liquido
(1,63 cm). No entanto, o tempo de exposic¢do ao IBA néo interferiu significativamente no
comprimento das raizes das plantas provenientes do meio de cultura liquido, ndo sendo

possivel, por isso, tirar ilagdes quanto ao efeito do tempo no alongamento radicular.

Podemos portanto concluir que, as plantas provenientes do meio de cultura sélido
foram as que apresentaram os melhores resultados no enraizamento, para todos 0s
parametros analisados. Além disso, quando sujeitas a um choque auxinico de 10
segundos, as plantas provenientes de meio sélido sdo as que respondem melhor ao
enraizamento. Por sua vez, o tempo de exposicdo ao IBA apenas interferiu
significativamente na taxa de sobrevivéncia e de enraizamento dos explantes provenientes

de meio liquido
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Este trabalho permitiu a exploracdo de novas areas de interesse associadas ao
medronheiro, essencialmente relacionadas com o estudo da cultura de calo; dos seus
compostos fendlicos, nomeadamente arbutina e hidroguinona e do seu processo de

enraizamento e aclimatacao.

O desenvolvimento e a otimizacdo de protocolos de inducdo de calo €
particularmente importante no cultivo in vitro, uma vez que muitos investigadores
consideram que a cultura de células ou tecidos vegetais pode ser utilizada como um
caminho alternativo a producdo de metabolitos secundarios. Assim, o presente trabalho
pretendeu ser um contributo para a melhor compreensdo deste tipo de cultura, a partir da

qual poderdo ser desenvolvidos outros trabalhos.

No ensaio de inducdo de calo verificou-se que a combinagdo hormonal de 1 mg/L
de 2,4-D e 1 mg/L de tidiazurdo demonstrou ser a mais favoravel ao desenvolvimento e
crescimento das culturas. Nos outros meios de cultura, suplementados unicamente com 1
ou 2 mg de 2,4-D ou com a adicdo de 0,5 mg/L de cinetina, verificou-se uma
desdiferenciacao inicial muito boa dos explante foliares, porém, o seu desenvolvimento
foi interrompido antes do final do ensaio devido a oxidagdo e necrose dos tecidos. A
adicdo de tidiazurdo ao meio de cultura revelou ser fundamental para permitir o
crescimento e desenvolvimento dos calos. A otimizacdo de novos protocolos de inducao,
sera, no entanto, necessaria, para permitir o estabelecimento de um leque mais alargado
de protocolos de indugédo de calo e minimizar os problemas de oxidacéo e necrose dos

calos.

No trabalho realizado foram efetuados, paralelamente, dois ensaios para avaliar a
cinética de crescimento das culturas de calo, em meio solido e liquido. No ensaio
realizado em meio sélido, os tubos de ensaio demonstraram ser 0s recipientes mais
indicados para o crescimento do calo, uma vez que induziram 0s maiores incrementos ao
longo de todo o periodo de cultura. As trocas gasosas e a renovagdo da atmosfera
circundante dos explantes demonstraram ser fatores essenciais para o crescimento das
culturas, contribuindo para diminuir a acumulacdo de alguns compostos gasosos que

possam afetar o seu crescimento.

Em meio de cultura liquido, a maior massa de in6culo inicial (300 mg), com o maior

e menor volume de meio (10 e 5 mL) utilizado, foram responsaveis, respetivamente, pelos
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maiores incrementos em massa. Os restantes tratamentos induziram incrementos bastante
mais reduzidos, e ndo significativos entre eles. Destes resultados se infere que uma massa
inicial de calo maior é mais favoravel ao desenvolvimento das culturas, no entanto, ndo
podem ser tiradas mais conclusdes quanto ao efeito do volume de meio nas culturas

iniciadas com massas de 100 e 200 mg pelas razdes acima referidas.

Os resultados fitoquimicos demonstraram que as folhas colhidas no campo possuem
um teor fendlico cerca de 10 vezes superiores aos encontrados nos frutos. No entanto, o
estado de desenvolvimento das folhas e de maturacdo dos frutos ndo demonstraram ter

uma influéncia significativa no teor de fendis totais.

A andlise por HPLC da constituicdo fitoquimica do medronheiro, nomeadamente
da arbutina e hidroquinona, demonstrou a presenca de arbutina nas amostras de folhas
jovens e maduras colhidas no campo e nas plantas cultivadas in vitro sujeitas ou ndo a um
tratamento com hidroquinona. Deste resultado, se pode interferir, que tal como
referenciado por alguns trabalhos da literatura, o0 medronheiro apresenta a capacidade de
produzir arbutina durante o seu metabolismo natural. Os ensaios de biotransformacéo da
hidroquinona em arbutina demonstraram que a concentracdo de hidroguinona adicionada
ao meio de cultura foi o fator que mais influenciou a producao de arbutina nas plantas,
tendo-se registado uma correlacdo direta entre a concentracdo de arbutina biossintetizada
e a concentracdo de hidroguinona adicionada. Além disso, constatou-se que a producao
de arbutina pode ser maximizada variando o tempo de exposicdo das plantas a
hidroquinona. De acordo com os resultados obtidos, um tempo de exposi¢do mais baixo
(24 h), proporcionou a presenca da maior quantidade de arbutina nas plantas, pelo que se
infere a existéncia de uma relacdo inversa entre estes dois parametros. Um maior tempo
de exposicdo desencadeou provavelmente um mecanismo de desintoxicacdo na planta,
levando a libertagdo da arbutina para o meio de cultura. Face a estes resultados nao se
pdde, no entanto, tirar conclusdes quanto a eficiéncia da biotransformacgéo, uma vez que
ndo foi avaliada a quantidade de arbutina presente no meio de cultura. Deste modo, seriam
necessarios estudos adicionais caso se pretenda utilizar este processo num potencial
sistema de producdo de arbutina. A presenca de hidroquinona ndo foi verificada em
nenhuma amostra do material vegetal provavelmente devido a mecanismos de protecdo

da planta face a sua elevada toxicidade.
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No que diz respeito aos frutos, os resultados sugerem que estes ndo apresentam
arbutina na sua constituicdo em nenhuma fase do seu estado de maturacgdo. Ou, caso este
composto esteja presente deve encontrar-se em pequenas quantidades, ndo detetadas por
HPLC-PDA, nas condices utilizadas.

O enraizamento por choque auxinico com IBA revelou ser um método bastante
eficaz para o enraizamento de plantas micropropagadas em meio agarizado. Estas plantas
foram as que responderam de forma mais favoravel ao choque auxinico, apresentando os
melhores resultados em todos os parametros avaliados. Pode-se portanto concluir que o
método de propagacdo em meio agarizado € o mais indicado quando se pretende um
posterior enraizamento destas plantas, por chogque auxinico, e que ainda existem algumas
limitacGes no enraizamento de rebentos formados em meio liquido. Relativamente ao
tempo de exposicdo ao IBA, este apenas interferiu nas taxas de sobrevivéncia e
enraizamento dos explantes. Apesar do maior tempo de exposicao ter desencadeado uma
menor taxa de sobrevivéncia das plantas, foi 0 que permitiu um maior enraizamento. A
utilizacdo de um tempo de exposicao intermédio e a realizacdo de mais estudos seriam

importantes para contornar essas limitagoes.
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