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Resumo

O género Lavandula, pertencente a familia Lamiaceae, compreende 39 espécies com
caracteristicas aromatico-medicinais, muitas delas de grande interesse econémico devido
a producdo de oOleos essenciais. Os desafios atuais no que diz respeito & procura de
produtos naturais exigem a criacdo de métodos eficazes que previnam a continua colheita
de material selvagem. A otimizacdo de técnicas de propagacéo in vitro e de melhoramento
vegetal sdo essenciais para a exploracao do potencial deste género.

Neste estudo foi procurado realizar o melhoramento dos protocolos existentes para a
inducdo de tetraploidia e adapta-los para as duas espécies em estudo, Lavandula
pedunculata (Mill.) Cav. e Lavandula multifida L.

Sementes das duas espécies foram esterilizadas num protocolo desenvolvido para o efeito
e colocadas a germinar in vitro, em meio MS (Murashige & Skoog, 1962), tendo sido
testado o efeito de diferentes concentragGes de sacarose no meio (1,5% e 3%), na
percentagem total de sementes germinadas. A partir das plantulas resultantes da
germinacdo das sementes, segmentos nodais foram cultivados em meio MS, de modo a
criar um namero suficiente de plantas para os ensaios posteriores.

Para a inducdo de tetraploidia segmentos nodais das duas espécies foram expostos a
diferentes concentragdes de Colquicina (50 uM, 250 uM, 500 uM) e de Orizalina (10 pM,
25 uM, 50 pM), como suplemento a meio MS na forma liquida.

O nivel de ploidia das plantas foi avaliado por Citometria de Fluxo e confirmado atraves
da medicdo das caracteristicas bidimensionais de complexos estomaticos, fotografados
por microscopia eletrénica de varrimento (SEM). As plantas com ploidia de interesse
(tetraplGides e mixopldides), bem como plantas controlo (dipldides), foram enraizadas
em meio MS suplementado com 0,2 mg/L de NAA, de modo a passarem para a fase de
aclimatagéo.

A Unica espécie onde foram obtidos tetraploides foi Lavandula pedunculata, onde foram
obtidas 3 plantas tetrapldides bem como 3 plantas mixopldides, enquanto que em
Lavandula multifida foi obtido apenas uma planta mixoploide.

Este trabalho fornece avancos no estudo do estabelecimento destas espécies, desde a fase
de germinagdo, multiplicagdo in vitro, até a fase de aclimatacdo, porém as condigdes de

inducdo de tetraploidia necessitam de ser melhoradas de modo a aumentar o nimero de



individuos tetraploides em Lavandula pedunculata e tentar obter tetraploides em
Lavandula multifida.

Em trabalhos posteriores serd interessante o estudo de uma maior amplitude de
concentracdes e tempos de exposicdo aos agentes c-mitoticos, e porventura utilizar
agentes diferentes, e na comparacdo do rendimento e composi¢do quimica dos 0Oleos

produzidos por plantas tetraploides comparado com as plantas diploides.

Palavras-chave: Citometria de Fluxo, Colquicina, Microscopia Eletrénica de

Varrimento, Orizalina, Tetraploide.



Abstract

The genus Lavandula, belonging to the Lamiaceae family, includes 39 species, with
aromatic-medicinal characteristics and great economical interest, mainly due to the
production of essential oils. The current challenges concerning the search of natural
products demand the creation of effective methods that prevent the harvest of wild plants.
The optimization of in vitro propagation techniques and of plant improvement are
essential to achieve the true potential of this genus.

In this study the aim was to improve some pre-existent protocols of tetraploidy induction,
and to optimize them to the species in study, Lavandula pedunculata (Mill.) Cav. and
Lavandula multifida L.

Seeds of the 2 species were sterilized and germinated in vitro on MS medium (Murashige
& Skoog, 1962) containing sucrose (1.5% and 3%), and the percentage of germinated
seeds evaluated. The nodal segments of the seedlings resultant of the seeds were
cultivated in MS medium, to enhance the number of total plants to be used in the ensuing
assays.

To induce tetraploidy, nodal segments of these 2 species were exposed to different
Colchicine (50 uM, 250 pM, 500 uM) and Oryzalin concentrations (10 uM, 25 uM, 50
uM), as a supplement to liquid MS medium.

The ploidy level of plants was assessed by flow cytometry and confirmed by analyzing
the two-dimensional characteristics of stomatal complexes, photographed by Scanning
Electron Microscopy (SEM). The plants with interesting ploidy levels (tetraploids and
mixoploids), as well as control plants (diploids), were rooted in MS medium
supplemented with 0.2 mg/L of NAA, to become ready to the acclimation phase.
Tetraploidy was only achieved in Lavandula pedunculata, a total of 3 tetraploid plants
and 3 mixoploid plants, whereas in Lavandula multifida only 1 mixoploid plant was
obtained.

This work provides numerous advances in the study of the establishment of these 2
species, starting from the germination phase, to the in vitro propagation, as well to the
acclimation phase. However the conditions in which the tetraploidy was induced need to
be improved so that a greater number of tetraploids can be achieved in Lavandula

pedunculata and to achieve the tetraploid state in Lavandula multifida.

Xi



In future studies it would be interesting to use a wider range of concentrations and
exposing times to the c-mitotic agents, and to try different agents, and to compare the
yield and chemical composition of the oils produced by tetraploid and diploid plants.

Key-Words: Colchicine, Flow Cytometry, Oryzalin, Scanning Electron Microscopy,

Tetraploid.
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1.1. Contextualizacdo histérica

O género Lavandula é cultivado desde a antiguidade e desde cedo que os mais diversos
povos descobriram as varias valéncias destas plantas, em termos de saude, higiene ou apenas
pelos apeteciveis aromas.

O termo Lavandula descende do latim “lavando”, que significa lavar-se, ou 0 ato de tomar
banho. Foi pela primeira vez mencionado na literatura por Dioscorides (40-90 aC), como uma
planta com propriedades curativas, laxante, revigorante e propunha a sua utilizacdo na forma
de infusdo para a cura de problemas de peito. Dioscorides mencionou também Galen (129-99
aC), que antes dos seus estudos ja possuia Lavandula na sua lista de antidotos contra venenos
e Andromachus, ‘médico’ do imperador Nero, que utilizou plantas deste género para produzir
comprimidos anti-veneno e também para disturbios uterinos (Lis-Balchin, 2002).

Hildegard von Bingen (1098-1179), madre numa abadia durante a idade média, descobriu
varias utilizagbes para as plantas, nomeadamente para duas espécies, Lavandula vera e
Lavandula spica, entre as quais a cura dos piolhos, a descongestdo dos olhos e pulmdes (num
preparado com vinho) e também a utilizacdo dos aromas para dormir descansadamente (Lis-
Balchin, 2002). John Gerard (1545-1612) indicou a utilizacdo de Lavandula vera para
enxaquecas, epilepsia, desmaios e problemas de coragéo e Lavandula stoechas para dores de
cabeca ocasionais, como tratamento anti-veneno e para constipacfes. Segundo 0 mesmo autor
também tinha utilidade em casos de epilespsia, apoplexia e outros problemas similares. John
Parkinson (1567-1650), boticério do rei James | de Inglaterra, foi o primeiro a mencionar o
efeito benéfico das sementes de Lavandula, neste caso para o tratamento de parasitas intestinais
(Lis-Balchin, 2002).

Em 1737 Lineu criou o género Lavendula, com o objetivo de criar uma divisdo para as
plantas até entdo conhecidas como Stoechas, Stoechas vulgaris (L. stoechas), Stoechas follis
dentatis (L. dentata), Stoechas pedunculata (L. pedunculata), entre outras. Mais tarde substituiu
o termo Lavendula pelo atualmente aceite Lavandula (Upson & Andrews, 2004).

Maud Grieve (1858-1941), autora do livro “A Modern Herbal”, foi muito importante no
decorrer da primeira Guerra Mundial, ensinando a populacéo a cultivar, colher, secar e utilizar
varias plantas medicinais, de entre as quais Lavandula, a qual atribuiu varias fungdes Uteis em
tempos de guerra (Lis-Balchin, 2002). Quando aplicado o 6leo massajando membros lesionados
ou paralisados, este ajudava a sua recuperacao e quando aplicado quente, ajudava a recuperacao
de situagdes de dor localizada (Lis-Balchin, 2002). Os 6leos eram também Uteis em situacdes

de perda de voz. Para lesbes expostas, compressas embebidas no 6leo eram colocadas
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diretamente no local em questdo devido aos seus efeitos antibioticos. Em termos veterinarios,
identificou o 6leo como (til para as situacoes de infestagdo por pulgas e outros parasitas da pele
e do pelo.

Desde os primeiros registos que a Lavandula é associada a higiene e a pureza. Os
perfumes a base do 6leo de Lavandula foram produzidos principalmente a partir do século XVI
(os anteriores a esta data consistiam principalmente de uma mistura de ervas), quando as
técnicas de destilacdo sofreram relevantes progressos em termos praticos e qualidade (Lis-
Balchin, 2002).

1.2. Importancia atual das plantas aromaticas e medicinais

A generalidade das plantas aromaticas e medicinais assumem um papel muito importante
nos paises em desenvolvimento, sendo que cerca de 80% da populagdo destes paises depende
diretamente destas plantas no dia-a-dia (Zuzarte et al., 2010).

A necessidade de melhorar a produtividade destas plantas levou a criacdo de programas
de melhoramento vegetal, de entre os quais programas relacionados com a inducdo de
poliploidia, visto que mesmo com o0s avan¢os dos Ultimos anos na inddstria dos quimicos
sintéticos, cerca de 25% dos medicamentos prescritos ainda derivam destas plantas. A crescente
procura por produtos naturais, vistos como alternativas viaveis as drogas e inseticidas mais
comuns, também acentuou o interesse na investigacdo destas plantas, com a inddstria das
plantas aromaticas e medicinais a ganhar novamente relevo tanto no sector da satde como no
sector agricola. (Kong et al., 2003; Zuzarte et al., 2010). Os ultimos avancos nesta area dizem
respeito a criacdo/descoberta de compostos biodegradaveis e que ndo apresentam toxicidade
para humanos e animais.

Um dos aspetos que mais necessita de refinamento no caso das plantas aromaéticas € a
grande variabilidade na composicdo quimica dos seus 6leos, muito variavel devido a fatores
ambientais e genéticos (Figueiredo et al., 2008; Zuzarte et al., 2010), sendo necessaria a criacdo
de metodologias que uniformizem o quimétipo, com o objetivo de obter uma otimizacdo
qualitativa que produza um bom produto final.

O desenvolvimento de técnicas in vitro de multiplicagdo também se torna Gtil se virmos
que como resultado da crescente procura por estas plantas, varias espécies se encontram
atualmente em perigo de extin¢do devido ao sobre uso das mesmas e que outras estdo a
caminhar nessa direcdo, a utilizacdo praticas agricolas incorretas e a constante destruicdo dos

seus ecossistemas naturais sdo fatores que também contribuem para este fenémeno.
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1.3. Importancia econdémica

A principal importancia ao nivel econémico do género Lavandula reside na producéo de
Oleos essenciais, a partir da destilacdo dos seus ramos floridos, e cujo se valor se estima ser
entre 200 e 1000 toneladas de Oleo por ano. Os principais produtores sdo Europeus,
nomeadamente Franca, Bulgéria e Russia (Ministério da Agricultura, Floresta e Pescas da
Africa do Sul, “Lavender production”).

Em termos de producdo de 06leos, os polipldides podem ser Uteis, dado que os tricomas
glandulares naturalmente j& exibem regularmente episodios de endopoliploidia, que resultam
numa superior atividade genética, bem como em taxas de transpiracdo mais baixas, superiores
taxas fotossintéticas, um periodo de floracdo mais alargado, um crescimento menos acentuado
mas maior resisténcia a stresses abidticos (stress hidrico, nutrientes, frio) e a fitopatologias
(Levin, 1983; Dhawan & Lavania, 1996). Em espécies cuja reproducdo seja feita de modo
vegetativo e em que 0s metabolitos secundarios de interesse sejam produzidos por tecidos
especificos, € muito interessante 0 aumento da ploidia de modo a aumentar a rentabilidade de
uma dada planta.

A qualidade dos 6leos e 0 seu respetivo valor comercial sdo primariamente determinados
pela sua composicdo quimica. Os dleos podem possuir mais de 100 componentes, sendo que
em Lavandula esses compostos sdo maioritariamente terpendides (Zuzarte et al., 2012). De
entre as varias técnicas para a extracdo dos 6leos, a principal e mais utilizada é a destilagéo,

outras técnicas utilizadas sdo a utilizagéo de solventes e a extragdo com CO; liquido.

1.4. Desafios para tornar os cultivares mais produtivos

A mecanizacdo e o constante desenvolvimento de técnicas agricolas levam atualmente a
uma enorme reducdo da &rea necessaria para uma producao agricola ser rentavel, bem como da
mao-de-obra necessaria para o seu estabelecimento e funcionamento. Porém com o constante
aumento da populacdo mundial e consequente aumento das necessidades alimentares, de
condicBes de saude, de necessidades cosméticas, sdo constantemente criados novos desafios
para aumentar a produtividade dos varios cultivares (Miflin, 2000).

Além do problema do aumento da populacdo mundial, outros problemas como a
degradacdo dos solos e diminui¢do da area aravel, a diminuicdo de agua para rega disponivel e
0 aumento de certos problemas ambientais, aumentam também a pressdo para o

desenvolvimento/melhoramento dos cultivares (Borlaug & Dowswell, 2005). Estes fatores

5
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conduzem a premente necessidade da produgdo de novas variedades vegetais mais
competitivas/rentaveis, ou de melhorar as variedades ja existentes (Haussman et al., 2004;
Khush, 2005)

As melhorias necessarias sdo muitas e podem ser introduzidas de varias maneiras,
dependendo da cultura e do local em questdo. O aumento do valor nutritivo, do tamanho de
determinado 6rgao de uma planta, da resisténcia a determinada praga ou a um alargamento da
gama de condicGes ambientais em que uma planta se consegue desenvolver sdo todas melhorias
de interesse para varios cultivares e que a biotecnologia vegetal tem de conseguir resolver
(Allard, 1999).

1.5. Biotecnologia vegetal

1.5.1. Histdria da biotecnologia vegetal

Os primeiros trabalhos de biotecnologia podem ser atribuidos a Schleiden (1838) e
Schwann (1839), quando, em trabalhos separados, propuseram a célula como unidade primaria
de todos os organismos vivos. Ao serem unificados, estes trabalhos foram essenciais ao
desenvolvimento da teoria celular. Vochting (1878) foi o primeiro a realizar estudos concretos
para provar a totipoténcia das células vegetais, cultivando fragmentos de tecidos cada vez
menores € acabando por concluir que “em qualquer fragmento (...) existem os elementos, em
que quando se isola o fragmento, dentro das condicOes externas préprias, o corpo total da planta
pode ser construido.”.

A partir destes ensaios, a cultura in vitro foi sendo desenvolvida, ainda que o inicio ndo
tenha sido bem-sucedido. Eram multiplas as razdes para o insucesso, a falta de tecnologias
apropriadas, a extensa falta de conhecimento acerca das necessidades nutricionais dos tecidos
em cultura, bem como as inumeras infe¢6es flngicas e bacterianas.

As décadas de 1940, 1950 e 1960 trouxeram muitas inovacGes e melhoramentos na
cultura in vitro. A utilizacdo de adgua de coco permitiu a cultura de embriBes e outros tecidos
recalcitrantes (Nickell & Tulecke, 1960), e comecaram a ser langadas as bases para a cultura de
callus de varias espécies.

O desenvolvimento de meios de cultura foi um passo muito importante para a cultura de
tecidos vegetais, White (1943) considerou que o meio desenvolvido por Knop (1865) ndo era
estavel o suficiente nem proporcionava um crescimento 6timo para os tecidos, o que o levou a

desenvolver o seu préprio meio de cultura. Em simultaneo a criacdo do meio de White, no
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decorrer da década de 1960, varios estudos foram conduzidos para lhe introduzir melhorias e
perceber as caréncias que este possuia. Num estudo cujo objetivo era melhorar o crescimento
de plantas de tabaco, em que ao meio de White se adicionou extrato aquoso de folhas de tabaco,
percebeu-se que o aumento do crescimento das plantas se deveu a presenca de nutrientes
inorganicos presentes nas folhas, o que levou ao desenvolvimento do meio de cultura mais
utilizado para crescimento de tecidos vegetais, 0 meio de Murashige e Skoog (Murashige &
Skoog, 1962).

A descoberta das citocininas bem como do seu papel na morfogénese (processo que
promove a diferenciagdo dos diferentes tecidos numa planta), foi essencial para acabar com a
dependéncia do cultivo de zonas meristematicas na multiplicacdo in vitro. As citocininas
naturais foram descobertas e posteriormente isoladas em estudos conduzidos por Folke Skoog
(Thorpe, 2006; Vasil, 2008), cujo objetivo era estudar os efeitos benéficos de extratos de plantas
na cultura in vitro. Estas hormonas s&o utilizadas extensivamente na industria de
micropropagacédo, devido a sua capacidade de quebrar a dominancia apical, criando varios
rebentos axilares (Vasil, 2008)

Uma nova era na biotecnologia vegetal, a era da biologia molecular (Canhoto, 2010),
iniciou-se em meados da década de 1980 e prossegue até a atualidade. E caracterizado
principalmente pela obtencdo de plantas geneticamente modificadas atraves de um vetor
natural, a bactéria Agrobaterium tumefaciens (Marton et al., 1979). As técnicas atuais de
melhoramento genético sdo muito mais precisas do que as antigamente utilizadas, podendo ser
introduzidos um ou mais genes, bem caracterizados, em células e estes sdo eficazmente

integrados no genoma nuclear e transmitidos a progenia (Vasil, 2008).

1.5.2. Inducdo artificial de poliploidia

Uma das principais técnicas de melhoramento de plantas é a indugdo artificial de
poliploidia, processo que também ocorre naturalmente, embora seja muito lento em comparagédo
com as técnicas de melhoramento vegetal, e que é um dos principais promotores de
variabilidade genética, tendo desempenhado um papel fundamental na evolucdo das plantas
com flor (Masterson, 1994; Otto & Whitton, 2000). Na familia Lamiaceae, particularmente no
género Lavandula, a poliploidia natural &€ um processo muito frequente.

Existem dois tipos principais de polipléides, tendo em conta a forma como o tamanho do
genoma é aumentado. A autopoliploidia resulta da duplicagdo de apenas um genoma (Lyrene

et al., 2003), a alopoliploidia é a combinacao de dois ou mais genomas diferentes (Olsen et al.,
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2006). Os dois processos sdo comuns na Natureza, com um provavel dominio da alopoliploidia
(Ramsey & Schemske, 1998; Adams & Wendel, 2005).

Quando um genoma € duplicado, existem efeitos resultantes da nova dosagem com
repercussdes a nivel fenotipico (Guo et al., 1996), bem como instabilidades gendmicas,
incompatibilidades cromossdémicas e problemas na fase de reprodugdo (Chen, 2007). Estes
problemas sdo atenuados nos autopoliploides, visto possuirem um U(nico genoma e um
citoplasma comum, enquanto que os alopoliploides necessitam de ter uma relacdo de
compatibilidade entre o citoplasma estranho e os dois genomas divergentes, 0 que leva a
mudancas na estrutura do genoma, na expressdo genética, entre outros. (Chen, 2007) O
emparelhamento meidtico pode ser ou ndo inteiramente restaurado nos alopoliploides (Olsen et
al., 2006).

Em termos agronomicos, as plantas poliploides regra geral sdo mais robustas e compactas,
produzem mais frutos e flores que as plantas originais, tradicionalmente diploides (Hancock.
1997). Ao nivel anatbmico, o aumento de ploidia resulta num aumento da largura das folhas e
flores, alargamento ou atraso do periodo de floracdo (Shao et al., 2003), caules e raizes mais
espessos, aumento do comprimento dos estomas e diminuicdo da densidade na folha (Beck et
al., 2003), aumento do nimero de células, do nimero de cloroplastos por célula e do teor de
clorofila nas células mais exteriores das folhas. Estas plantas possuem geralmente maior
resisténcia a pragas e doencas e também a stresses ambientais. (Antunes, 2010)

Estas modificacbes tém varios efeitos nas atividades fisiologicas e bioquimicas das
plantas, na fotossintese (Molin et al., 1982; Warner & Edwards, 1989), na transpiracao (Setter
etal., 1978; Byrne et al., 1981) e na atividade enzimatica (Randall et al., 1977; Guern & Hervé,
1980) o que resulta num aumento da producdo de metabolitos secundarios.

O tamanho do genoma das varias espécies de Lavandula é muito varidvel na literatura,
porém o valor 2n situa-se entre 24 e 54 (Upson & Andrews, 2004). Como o nimero de
cromossomas é elevado, muito provavelmente as espécies do género Lavandula sdo antigos
polipldides (Upson & Andrews, 2004). Embora em numero elevado, 0os cromossomas s&o
pequenos, como tal o tamanho do genoma tendencialmente sera também pequeno, o que indica
que estas espécies podem tolerar a indugdo de poliploidia, pelo menos até ao estado de
tetraploide (Upson & Andrews, 2004).

A inducdo de poliploidia através de agentes c-mitoticos (explicar) pode ter alguns
inconvenientes, baixa taxa de sucesso e elevada taxa da mortalidade nos tratamentos (Hancock,

1997; Vainola, 2000), porém as vantagens possiveis suplantam os inconvenientes. O continuo
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desenvolvimento de técnicas e metodologias para a inducéo de poliploidia, € essencial para a
reducdo dos problemas associados a mesma (Petersen et al., 2003).

1.5.3. Agentes c-mitdticos

As metodologias atuais no que diz respeito a processos de inducgédo artificial de
poliploidia, baseiam-se largamente na exposicdo de tecidos cultivados in vitro a agentes c-
mitoticos. Estas metodologias vém sendo bem sucedidas em vérias arvores de fruto e na
floricultura (Hancock, 1997).

Os fatores mais influentes no sucesso da inducéo de poliploidia sdo o gendtipo (Petersen
et al., 2003), o estado de desenvolvimento do explante, o agente c-mitético utilizado, a
concentracdo em que é utilizado, o modo de aplicacdo e o tempo de exposicdo ao agente
(Chauvin et al., 2003; Yang et al., 2006).

Varios ensaios vém sendo realizados com os mais diversos tipos de material vegetal,
segmentos nodais (Escandon et al., 2005), rebentos caulinares (Zhang et al., 2008), sementes
(Rubuluza et al., 2007), anteras (Teparkum & Veilleux, 1998), callus (Petersen et al., 2002),
entre outros.

O agente mais utilizado e estudado atualmente é a colquicina, um alcaloide extraido de
Colchicum autumnale, planta utilizada desde os tempos do antigo Egito e Grécia como
medicinal e também para producdo de venenos. O modo de acao da colquicina e dos restantes
agentes é semelhante e encontra-se constantemente em estudo, sendo que 0s seus métodos de
atuacdo sao semelhantes. Estes agentes ligam-se a tubulina, formando um complexo tubulina-
colquicina, que impede a formacdo dos microtabulos, levando a ndo formacdo do fuso
acromatico (Caperta et al., 2006). Sem o fuso, ndo ocorre separacdo dos cromatideos, nem a
sua migracao polar (Walczak & Heald, 2008).

Com o impedimento da migracdo polar dos cromossomas, forma-se uma nova membrana
em redor do DNA, que resulta na formacao de um nucleo de restituicdo que envolve o DNA
duplicado. Um dos pontos chave para estas técnicas serem bem sucedidas é encontrar o ponto
certo de multiplicagdo para aumentar a taxa de sucesso (Zhang et al., 2007), sendo por isso
muitas vezes utilizados tecidos jovens com taxas de multiplicacdo celular tradicionalmente
muito elevadas.

E essencial encontrar um compromisso entre a concentracdo do agente c-mitotico e o

tempo de exposi¢do ao agente, de modo a minimizar a0 maximo os efeitos toxicos do agente, e
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assim diminuir a taxa de mortalidade (Vainola, 2000), e aumentar a taxa de sucesso (Yang et
al., 2006).

Estudos revelam que a colquicina possui baixa afinidade para a tubulina (Redondo et al.,
2007), o que leva a sua utilizagdo em concentracfes mais elevadas, com os consequentes efeitos
toxicos desse modo aumentados. Outros agentes c-mitdticos com melhor afinidade para a
tubulina tém sido testados, a trifluralina, o APM, e a orizalina, que dos trés é a que apresenta
melhores taxas de sucesso na duplicacdo de material genético (Pintos et al., 2007). Como estes
agentes possuem maior afinidade para a tubulina, podem ser utilizados em concentracfes
inferiores, levando a taxas de mortalidade inferiores a colquicina (Pintos et al., 2007).

Da induc&o in vitro de poliploides resultam normalmente tetraploides puros, mixoploides
e plantas que permanecem dipldides, sendo que tanto o tipo de tecido utilizado (Vainola, 2000)

como o agente utilizado tém maior probabilidade de originar um dado tipo de planta.

1.6. Citometria de fluxo

A citometria de fluxo é um método muito eficaz para analisar propriedades éticas de
particulas microscopicas, como por exemplo a fluorescéncia ou a difusdo da luz, sendo
atualmente o método de eleicéo para analise do contetido de DNA de uma célula. E um método
rapido, confiavel, de facil aplicacdo e que ndo utiliza reagentes muito dispendiosos.

O DNA pode ser estimado em unidades absolutas (picogramas de DNA ou em nimero
de pares base) ou em unidades relativas, que permitem relacionar o contetido de DNA de um
determinado individuo com o seu nivel de ploidia (Dolezel et al., 2007), possibilitando a
identificacdo de um individuo como dipl6ide, tetrapl6ide ou mixopléide. E um método que
necessita de muito pouco material vegetal para apresentar um ndmero representativo de
resultados (a partir dos 50 miligramas de tecido vegetal), o que o torna apetecivel para a analise
de plantas pequenas, com pouco material disponivel. Os coeficientes de variacao (CV), de modo
a serem aceitaveis devem variar entre 1% e 5% (Dolezel et al., 2007).

Os nucleos circulam num fluido laminar, sendo que cada um é analisado individualmente,
devido a um processo denominado focagem hidrodinamica. As particulas ao circularem no

fluido séo aleatoriamente medidas (Dolezel, 1997).
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1.7. Género Lavandula

O género Lavandula inclui-se na familia Lamiaceae, que compreende 236 géneros e entre
6900 a 7100 espécies, sendo que destas, 39 espécies sdo Lavandula. A distribuicdo geogréafica
deste género vai desde a regido mediterranica até a Macaronésia, onde sdo muito comuns.
Embora menos comum, 0 género existe também na Peninsula Arabica e no Sul da Asia (Upson
& Andrews, 2004).

Os individuos deste género incluem-se na categoria dos arbustos ou subarbustos, de caule
ereto, mais ou menos ramificado, prismatico ou cilindrico. As folhas sdo simples, inteiras,
dentadas ou bipinadas. O indumento pode ser composto ou simples, com tricomas ramificados
e/ou glandulares. A inflorescéncia terminal possui pedinculo simples ou ramificado. As
bracteas sdo membranosas, em tons de purpura, verde-acinzentado ou amarelo-esverdeado. O
calice é simpétalo, podendo apresentar um pedicelo curto ou mais alongado, cilindrico ou
urceolado. E persistente na maturagio com entre 5 a 8 dentes e 8, 13 ou 15 nervos. A corola
apresenta coloracdo puarpura, azul ou amarelo-esverdeado, de tubo largo e estreito, podendo
exceder pouco ou muito o calice. Possuem 4 estames, que estdo inclusos no tubo da corola, o
par anterior € mais largo que o posterior, as anteras sdo reniformes. O estilete tem comprimento
semelhante ao tubo da corola, possui um estigma arredondado, mais ou menos bilobado,
fendido-lanceolado ou fendido-aplanado; glanduloso e de cor violeta intenso, verde ou lilas
(Coutinho, 1913).

As espécies existentes neste grupo toleram uma grande gama de ambientes, tendo
preferéncia por solos arenosos e bem drenados, porém toleram solos pobres e rochosos.
Ocorrem normalmente em solos neutros ou alcalinos, sendo que Lavandula stoechas ocorre
também em solos acidos. Sdo plantas heliofitas, necessitando de luz solar direta para se
desenvolver e reproduzir. Sao resistentes a geadas e a uma gama alargada de temperaturas,
desde alguns graus negativos até periodos esporadicos de temperaturas acima dos 40°C (retirado
de http://flora-on.pt/index.php?g=Lavandula+pedunculata+subsp+pedunculata, em
14/05/2016).

Em Portugal podem ser encontradas 5 espécies pertencentes a este género, L.
pedunculata, L. viridis, L. latifolia, L. multifida, L. luisieri, sendo encontradas em locais secos,

em que pelo menos uma parte do solo é arenoso
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1.7.1. Lavandula multifida L.

Descrita pela primeira vez por Carolus Clusius (1526-1609) como Stoechas multifido
folio, na publicacdo Hispanias Observaturum Historia (1576). A designacao atual Lavandula
multifida foi dada por Lineu em 1753 (Upson and Andrews, 2004).

Trata-se de uma planta tipica da regido mediterrénica (Peninsula Ibérica, Sul de Italia e
Sicilia, Norte de Africa), ocorrendo também em locais mais interiores do continente africano.

E um arbusto lenhoso de pequena/média dimenséo (30-50 cm). A inflorescéncia (Fig. 1a)
tem um pedunculo geralmente ramificado na base, e as flores tém dimens@es de 5-8 cm. As
suas folhas (Fig. 1c) sdo ovadas, profundamente pinatissectas a bipinatissectas, entre 3-8 cm de
comprimento. O caule (Fig. 1d) possui tricomas brancos, simples e longos, que cobrem 0s mais
curtos, ramificados. As bracteas séo elipticas com apice fortemente agudo. A corola é bicolor,
com os l6bulos inferiores violeta a desvanecer para azul violeta nos l6bulos superiores, com
diretrizes mais escuras (Upson, 2002).

Relativamente ao habitat, L. multifida habita matos subnitréfilos, em prados xeréfilos ou
arribas litorais. Ocorre geralmente em substratos rochosos ou pedregosos, alcalinos,
preferencialmente calcarios, mas também em siliciosos, xistos, em vertentes termofilas
expostas a Sul, numa gama de altitudes que varia entre os 0 — 1500 metros (retirado de
http://flora-on.pt/index.php#/1lavandula+multifida, em 14/05/2016).

O periodo normal de floracdo para esta espécie é entre Fevereiro e Abril e Outubro e

Novembro (Upson & Andrews, 2004), o seu estado de conservagdo é pouco preocupante.
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Figura 1. Morfologia de Lavandula multifida; a) inflorescéncia; b) atracdo de insetos polinizadores; c)
folha; d) caule.

Esta planta tem variados usos na etnobotanica, nomeadamente no Norte de Africa onde
em Marrocos se utilizam infusbes dos ramos floridos da planta para curar a tosse, na Libia é
utilizada no tratamento de doengas que afetam criancas (Upson & Andrews, 2004).

Em estudos de Microscopia eletrénica de varrimento onde se analisou o indumento foliar,
notou-se a sua heterogeneidade, nomeadamente em relacdo aos tricomas ramificados nédo
glandulares e glandulares (Zuzarte, 2012).

O numero de cromossomas varia entre publicacdes, sendo o nimero atualmente mais
aceite 2n=24 (Upson & Andrews, 2004). A variacdo do nimero cromossomico € utilizada
taxonomicamente para dividir algumas subespécies, Lavandula multifida L. subsp. Canariensis
(Mill.) Pit. & Pr. em que 2n=26 (Dalgaard, 1986), o que pode levar as diferencas do valor 2n

entre as publicagdes.
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1.7.2. Lavandula pedunculata (Mill.) Cav.

Esta espécie € endémica da Peninsula Ibérica, estando a sua distribuicéo restrita a Portugal
e Espanha.

E um arbusto lenhoso com caules eretos (Fig. 2b), com entre 50-100 cm de altura. As
folhas da parte superior da planta séo elipticas lanceoladas e ligeiramente revolutas (Fig. 2c),
enguanto que na base do caule sdo lineares e fastigiadas. O indumento € mais ou menos denso,
de pelos curtos e acinzentados, usualmente glandulares. O pedunculo tem entre 10-30 cm, e 0
seu indumento varia entre hirsuto a densamente tomentoso. As bracteas férteis possuem 4-7 x
4-6 mm, séo oblongas triangulares, com nervuras pouco proeminentes, longitudinais e paralelas
(Prazeres, 2014) (Fig. 2a). As bracteas estéreis tém entre 12-30 mm indo de oblongas a
lanceoladas, assemelhando-se a um penacho, normalmente violeta ou parpura. O calice (Fig.
2b) é tubular, tem entre 5-6 mm de comprimento, e aquando da formac&o do fruto aumenta para
cerca de 8 mm, tornando-se urceolado. A corola (Fig. 2a) € geralmente mais comprida que o
calice tendo entre 6-8 mm apresentando coloracdo purpura escuro e nalguns casos branca.
(Prazeres, 2014; Upson & Andrews, 2004)

Figura 2. Morfologia de Lavandula pedunculata; a) inflorescéncia; b) caule; c) folhas e caule.

Estas plantas sdo muitas vezes a espécie dominante do habitat. Ocorre frequentemente
em clareiras de giestais, estevais e pastagens pobres. Estende-se por uma grande amplitude
ecologica, desde dunas litorais a zonas mais interiores. Tem preferéncia por locais secos, muito
expostos (a sol e vento), com solos pobres e substratos acidos (xistos ou granitos) Estas plantas
sd0 muitas vezes a espécie dominante do habitat. (retirado de http://flora-
on.pt/index.php?g=Lavandula+pedunculata+subsp+pedunculata, em 14/05/2016).

O periodo de floragdo para esta espécie é entre Fevereiro e Setembro e o seu estado de
conservagao € pouco preocupante (Upson & Andrews, 2004)
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Em Portugal esta espécie é muito utilizada e é normalmente confundida com Lavandula
luisieri. Dos usos tradicionais destacam-se o tratamento para a queda de cabelo, a aromatizacdo
da casa e 0 uso como condimento para alimentacdo (Rodrigues, 2002)

No estudo do indumento foliar atraves de microscopia eletronica de varrimento,
verificou-se a sua heterogeneidade (Zuzarte, 2013). Os tricomas glandulares presentes nesta
espécies sao de tipo peltado, capitados de tipo I, capitados de tipo I, glandulares bifurcados e
também foram encontrados tricomas com uma morfologia mista que combinava caracteristicas
dos tricomas glandulares e ndo glandulares, que foram denominados tricomas ramificados
mistos (Zuzarte, 2013).

1.8. Oleos essenciais

1.8.1. Viséo geral

As plantas aromaticas sintetizam varios compostos com fungdes ecoldgicas importantes,
nas interacdes entre a planta e o ambiente circundante (Costa et al., 2013), sendo a composi¢ao
dos 0leos essenciais muito variavel, “Em plantas aromaticas a composigdo dos 0leos essenciais
varia consideravelmente devido a fatores intrinsecos (sexuais, sazonais) e extrinsecos (aspetos
ecoldgicos e ambientais) ” (Tais & Zeiger, 2010), a localizacdo da planta pode também
influenciar os seus 6leos “ (...) plantas que crescem muito perto da costa, com forte influéncia
Atlantica, o que pode afetar a composi¢do dos seus dleos essenciais (...) ”, em termos quimicos
(Figueiredo et al., 2008).

Os 0leos essenciais sdo um produto natural, com um interesse enorme para variadas areas.
Os metabolitos secundarios e os compostos fendlicos presentes nesses 0leos estdo entre 0s
compostos mais importantes produzidos pelas plantas aromaticas (Osbourn & Lanzotti, 2009).
Os monoterpenos e 0s sesquiterpenos sao os principais constituintes dos 6leos essenciais (Costa
etal., 2013).

Atualmente a utilizacdo dos compostos derivados de plantas para as varias industrias,
farmacéutica, cosmética, alimentar, aumentou, devido & sua aceitacdo como seguros para 0
utilizador. O género Lavandula é muito utilizado na industria e pela populacédo em geral, devido
as variadas atividades dos seus Oleos essenciais, das quais se destacam a atividade
antimicrobiana (de Rapper et al., 2013), a atividade antioxidante (Gdlgin, 2014), a atividade
anti-acetilcolinaesterase (Ferreira et al. 2006), a atividade antifungica (Angioni et al., 2006) e

a atividade nematicidica (Barbosa et al, 2010).
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1.8.2. Estruturas secretoras

Em contraste com os animais, em que os residuos do metabolismo séo excretados para
fora do corpo através de varios mecanismos, as plantas armazenam tanto os produtos como os
residuos do seu metabolismo. (Beck, 2010) Estes compostos sdo armazenados em células,
regides vivas ou mortas de tecidos, e ainda em cavidades ou ductos.

Nas plantas o processo de transferéncia de metabolitos de um local para outro denomina-
se secretar. O processo de secrecdo nas plantas pode ser definido como a transferéncia de certos
produtos intermediérios ou finais do metabolismo de uma regido para outra de uma célula ou
regido do corpo da planta.

Os 0leos essenciais sao produzidos por varias estruturas nas plantas e sdo considerados
como compostos ndo metabdlicos, sem funcionalidade no interior da planta, mas que possuem
valor adaptativo importante para determinadas espécies (Gouyon, 1986; Séez, 1995). A
composic¢do dos 6leos é muito variada em termos quimicos de espécie para espécie e até dentro
da mesma espécie (Sacchetti et al., 2005; Hussain, 2008). De entre os varios componentes
destacam-se 0s terpenos, compostos aromaticos com varias fungdes, a atracao de polinizadores
(Beck, 2010), acdo anti-herbivoria, nomeadamente insetos (Gershenzon & Dudareva, 2007), 0s
alcaloides, que podem ser altamente toxicos e que também tém como principal funcéo evitar a
herbivoria (Beck, 2010), até aos taninos e resinas que podem auxiliar no controlo e até na
eliminacdo de invas@es por fungos na madeira (Bailey et al., 2005; Beck, 2010).

No interior das plantas, os 6leos sdo transportados para células individuais ou para

cavidades e ductos, que podem ser internos ou externos.

1.8.2.1. Estruturas secretoras internas

Idioblastos — células secretoras especializadas, incluidas no parénquima e que contém
diversas substancias, mucilagens, taninos, 6leos, oxalato de célcio.

Células mucilaginosas — ocorrem no floema secundario de algumas espécies.

Litocistos — diferentes das células normais da epiderme devido as suas superiores
dimensGes e a presenca de um cistélito no seu interior.

Cavidades secretoras (Svoboda, 2000) — cavidades mais ou menos esféricas que podem
ser formadas de duas maneiras: ou duas células de parénquima se separam uma da outra criando

uma lacuna entre elas ou uma célula desintegra-se e deixa uma cavidade no tecido.
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Ductos secretores (Svoboda, 2000) — os ductos secretores sao cavidades alongadas, que
normalmente se ramificam e formam uma rede desde a raiz, atravessando o caule até as folhas,

flores e frutos. Sdo compostos por um epitélio que rodeia a cavidade central.

1.8.2.2. Estruturas secretoras externas

Hidatodos — estomas modificados através dos quais a &gua em excesso é libertada através
de gutacdo. O processo de gutacéo pode ser ativo ou passivo.

Tricomas glandulares (Svoboda, 2000) — pelos epidérmicos modificados que podem ser
encontrados maioritariamente em folhas e caules. A superficie externa da glandula é altamente
cutinizada, sendo bastante rigida e ndo possuindo quaisquer poros ou perfuracdes. Os 6leos
acumulam-se nos espacos subcuticulares. As céelulas glandulares diferem das células vegetais
comuns no facto de possuirem um ndcleo de dimensdo superior, o protoplasma ser mais denso
e por ndo possuirem um vacuolo central de grandes dimensdes. Os tricomas glandulares estéo
presentes nas folhas desde muito cedo no seu desenvolvimento, ao contrario a producéo e
transformacéo dos 6leos é um processo continuo e mais demorado, que se inicia com a formacéo
da glandula e que acaba com a sua senescéncia.

O tamanho, o formato, a localizacdo, a composicdo quimica das substancias por eles
secretadas e até a funcdo dos tricomas glandulares varia entre as vérias espécies. (Werker, 2000;
Rusydi et al., 2013).

1.8.3. Tipos de tricomas glandulares presentes em Lavandula multifida e Lavandula

pedunculata

Tricomas peltados — encontrados tanto na pagina abaxial como adaxial das folhas, sdo
constituidos por uma célula basal, um talo unicelular muito curto e largo, com paredes laterais
altamente cutinizadas e uma cabega multicelular, nas quais o 6leo se acumula num espaco
abaixo das células. Em condicdes naturais o 6leo permanece nas células, porém varios fatores
como altas temperaturas e baixa humidade (Ascenséo et al., 1995) ou contacto com predadores
(Werker, 1993), podem causar rutura da cuticula, libertando o 6leo.

Tricomas capitados — presentes em ambas as faces da folha, sdo mais abundantes que os
peltados, e sdo de dois tipos: de talo longo — constituidos por uma célula basal, um talo uni ou
bicelular, uma célula pescoco e uma cabega unicelular; de talo curto — constituidos por uma

célula basal, um talo curto unicelular, e uma cabeca uni ou bicelular Estes tricomas sdo muito
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comuns em Lamiaceae, apresentam grandes variagbes em estrutura, tamanho e funcdo. Este
tipo de tricoma capitado é o mais comum dentro da familia Lamiaceae (Zuzarte, 2012).

Tricomas bifurcados — dentro do género Lavandula existem em L. pedunculata, L.
multifida e L. viridis. Possuem um talo unicelular que conduz a duas estruturas glandulares
individuais.

Tricomas ramificados mistos — semelhantes a tricomas ndo glandulares, exceto em
algumas ramificacdes onde sdo aparentados com tricomas capitados. Apenas presentes em
Lavandula multifida e Lavandula pedunculata (Zuzarte, 2012). Faltam estudos sobre a funcédo

e importancia destes tricomas.

1.9. Contextualizacao e Objetivos

Este trabalho foi realizado no laboratério de Biotecnologia Vegetal do Departamento de
Ciéncias da Vida da Universidade de Coimbra, o qual nos ultimos anos desenvolveu alguns
trabalhos no estudo e no melhoramento de algumas espécies do género Lavandula. Com este
propdsito foram conduzidos trabalhos no estabelecimento de plantas a partir de material adulto,
bem como de propagacdo in vitro e de germinagédo de sementes, em Lavandula pedunculata e
Lavandula multifida.

O genero Lavandula tem reconhecida importancia econdémica, todavia existe uma grande
lacuna no que diz respeito a ensaios e desenvolvimento de protocolos relativos ao seu
melhoramento, sendo as plantas utilizadas economicamente na atualidade bastante semelhantes
as suas parentes selvagens, ndo estando otimizada a producéo do seu componente mais valioso,
0s Oleos essenciais. Para tentar melhorar a producao de 6leos, foram realizadas tentativas de
induzir poliploidia nas espécies estudadas, de forma a estudar a quantidade e qualidade dos
0leos produzidos por si produzidos.

O principal objetivo deste trabalho foi o0 desenvolvimento de protocolos que permitissem,
com sucesso, a inducdo de plantas tetraploides, a partir de plantas dipléides cultivadas in vitro.
Para este efeito, plantas das duas espécies em estudo, L. pedunculata e L. multifida foram
expostas a diferentes concentracdes de dois agentes c-mitdticos — colquicina e orizalina — em
meio liquido. A ploidia das plantas foi analisada originalmente por citometria de fluxo e
posteriormente foi testada uma metodologia a partir das dimensdes bidimensionais —
comprimento e largura — dos complexos estomaticos, que se revelou bem sucedida apenas para

L. pedunculata.
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O objetivo final deste estudo foi o teste das condi¢Oes de enraizamento, a partir dos
trabalhos de Andrade (1999), de modo a permitir uma aclimatacdo com uma taxa de

mortalidade tdo reduzida quanto possivel.
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2.1. Material vegetal

Nos ensaios realizados foram utilizados explantes de Lavandula multifida L. e Lavandula
pedunculata (Mill.) Cav., estabelecidos a partir da germinacdo de sementes das mesmas
espécies, originarias da cole¢do de sementes do Jardim Botanico da Universidade de Coimbra.
As sementes de L. multifida foram colhidas em Outubro de 2013, no Portinho da Arrabida
(Serra da Arrabida), enquanto que as sementes de L. pedunculata foram colhidas em Julho de

2013 em Celorico da Beira.

2.2. Estabelecimento de pléntulas

A germinacdo de sementes foi realizada em condi¢es estéreis, através da inoculacao de
sementes previamente esterilizadas, num total de 171 sementes por espécie, em meio MS
(Murashige & Skoog, 1962), com diferentes concentragdes de sacarose (1,5% e 3%), sendo o
pH acertado para valores entre 5,6 - 5,8, e ao qual foi adicionado 6 g/L de agar. Para testar as
diferencas estatisticas entre os 2 tratamentos foi realizado um teste-t de modo a comparar as
taxas de germinacéo.

A esterilizagdo das sementes foi realizada a partir de um protocolo criado para o efeito
(Tabela 1), dividido em duas etapas: na primeira etapa, as sementes sdo lavadas em agua
destilada com duas gotas do detergente Tween 20 (Sigma-Aldrich) durante 4 minutos; de
seguida sdo colocadas em etanol (70%) durante 1 minuto; no final da primeira etapa, as
sementes sdo colocadas numa solucdo de hipoclorito de célcio (6%). Todos estes passos sao
realizados em constante agitacao, utilizando um agitador magnético. A segunda etapa consiste
na colocacdo das sementes numa solucéo de hipoclorito de calcio (3%), durante cinco minutos.
Apds estes passos as sementes sdo lavadas em agua destilada esterilizada, para retirar o excesso

de hipoclorito na sua superficie.
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Tabela 1 — Protocolo de Esterilizagéo de Sementes

Etapa Agente Limpeza Tempo Atuacéo
Agua destilada + Tween 20 (Sigma- _
4 min
Aldrich)
a
1" Etapa Etanol 70% 1 min
Hipoclorito de Calcio (6%) 15 min
Embebicao em agua destilada ‘overnight’
2% Etapa Hipoclorito de Calcio (3%) 5 min

O meio MS foi distribuido para tubos de ensaio, posteriormente autoclavados a 121°C
durante 20 minutos.

Apos a germinacdo das sementes e o desenvolvimento das respetivas plantulas, explantes
retirados das mesmas foram propagados in vitro através da inoculacgao, sob condicGes estéreis,
de segmentos nodais para meio MS (Murashige e Skoog, 1962) suplementado com 30 g/L de
sacarose. O pH foi ajustado para um valor entre 5,6 - 5,8 e foram adicionados 6 g/L de agar,
apos o qual se procedeu a autoclavagem dos meios a 121°C durante 20 minutos.

As culturas foram mantidas ao longo de toda a experiéncia (repicagens sucessivas com
intervalo de 8 - 10 semanas) numa estufa com temperatura controlada de 24 + 1 °C, com um
fotoperiodo de dezasseis horas de luz para oito horas de escuro. As plantas obtidas foram

utilizadas nos ensaios subsequentes.

2.3. Multiplicacéo através da cultura de segmentos nodais

Para a obtencdo de um numero de plantas suficiente para o0s varios ensaios, a
micropropagacédo de Lavandula sp. foi realizada através da inoculagdo, sob condicOes estéreis,
de segmentos nodais, desprovidos de folhas e com um ou dois ndés em meio MS (Murashige e
Skoog, 1962), suplementado com 30 g/L de sacarose. O pH foi ajustado para valores entre 5,6
e 5,8, adicionando-se de seguida 6 g/L de agar. Os meios foram autoclavados a 121°C durante

20 minutos.
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2.4. Inducéo de poliploidia

Os tratamentos de inducdo de poliploidia foram realizados recorrendo a exposicao de
material vegetal a dois agente c-mitoticos, colquicina (Sigma) e orizalina (Sigma), em meio
liquido (Figs. 3a, 3b).

2.4.1. Inducdo com colquicina

30 segmentos nodais de Lavandula pedunculata e Lavandula multifida foram expostos a
diferentes concentra¢fes de colquicina, durante 6 dias (Tabela 2; Figs. 3a, 3b). Os grupos
controlo foram iguais para os tratamentos com colquicina e orizalina, visto as condi¢fes de
cultura serem iguais, variando apenas a presenca do agente c-mitotico e da espécie em estudo.

A colquicina foi dissolvida em agua destilada, sendo preparada uma solucdo com
concentracéo stock de 1000 uM, adicionada diretamente ao meio de cultura, meio MS com o
dobro da concentracdo normal dos seus varios constituintes, como um dos seus componentes.
O meio de cultura foi colocado em baldes de Erlenmeyer, devidamente selados, sendo que em
cada baldo foram colocados 6 explantes, num total de 5 balGes por tratamento. As concentragdes
de Colquicina utilizadas foram 0 uM (tratamento controlo), 50 uM, 250 uM e 500 pM.

Os explantes foram sujeitos ao agente c-mitético durante 6 dias, numa estufa com
temperatura controlada de 24 + 1 °C, em permanente escuridao (de modo a evitar oxidacdo do
material vegetal) e agitacéo.

Ap0s 0s 6 dias de exposicdo ao agente, 0s segmentos nodais de ambas as espécies foram
lavados com agua destilada estéril, para retirar os excessos de colquicina e foram transferidos
para novos bal6es de Erlenmeyer com 20 mL de meio MS sem o0 agente c-mitotico, nas mesmas
condicdes referidas anteriormente, a excecao da escuriddo, sendo que neste caso o fotoperiodo
foi de 16 horas de luz para 8 horas de escuro.

Apos a proliferacdo dos segmentos nodais, os explantes foram isolados para tubos de
ensaio, cada um com aproximadamente 10 mL de meio MS, e, quando possivel (quando a
guantidade de material isolado é suficiente para a analise e para o desenvolvimento com sucesso

do explante), foi isolado material para anélise para citometria de fluxo.
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2.4.2. Indugdo com orizalina

No ensaio com orizalina, a estratégia utilizada foi semelhante ao ensaio com a colquicina,
porém desta vez foram expostos ao agente 25 segmentos nodais de L. multifida e de L.
pedunculata as vérias concentracbes de orizalina em vez dos 30 utilizados anteriormente,
durante 6 dias (Tabela 2; Figs. 3a, 3b). Os grupos controlo foram iguais para 0s tratamentos
com colquicina e orizalina, visto as condi¢des de cultura serem iguais, variando apenas a
presenca do agente c-mitotico e da espécie em estudo.

A orizalina, insoltvel em agua, foi dissolvida em etanol 70% (v/v), sendo preparada uma
solugéo com concentracdo stock de 100 uM, adicionada diretamente ao meio de cultura MS,
com o dobro da concentracdo normal dos seus varios componentes. O volume de etanol
utilizado (aproximadamente 2 mL) foi de tal modo reduzido que o seu efeito nas culturas foi
desprezado, tal como realizado em experiéncias anteriores. O meio de cultura foi colocado em
balGes de Erlenmeyer, devidamente selados, sendo que em cada baldo foram colocados 5
explantes, num total de 5 baldes por tratamento. As concentracdes de Orizalina utilizadas foram
0 uM (tratamento controlo), 10 uM, 25 uM e 50 uM.As solu¢des foram posteriormente
autoclavadas a 121°C durante 20 minutos.

Os explantes foram sujeitos ao agente c-mitético durante 6 dias, numa estufa com
temperatura controlada de 24 + 1 °C, em permanente escuridao (de modo a evitar oxidacdo do
material vegetal) e agitacéo.

Ap0s os 6 dias do tratamento, os explantes foram lavados com agua destilada estéril, de
modo a retirar os excessos de orizalina da superficie dos tecidos, e colocados em meio MS
liquido, nas condicdes descritas para o tratamento com colquicina, para proliferacdo, durante 2
a 3 semanas. Ao contrario do tratamento anterior, 0 material utilizado para medicao de ploidia
por citometria de fluxo foi isolado nesta fase, antes dos explantes serem colocados no novo
meio MS liquido, os explantes que nesta altura ainda ndo possuiam material suficiente para

serem analisados foram analisados posteriormente.
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Figura 3. Tratamento de L. pedunculata e L. multifida com agentes c-mit6ticos em meio liquido; a)

explantes nos tratamentos em meio liquido; b) visdo geral dos tratamentos com agentes c-mitéticos.

Apbs o periodo de proliferacdo, os explantes foram isolados para tubos de ensaio com

meio MS.

Tabela 2 — Esquema dos tratamentos com agentes c-mitéticos

Meio . Agente Concentracéo Tempo de
. Espécie o o -
Utilizado C-mitotico (M) Exposicdo
Controlo 0 6 dias 54
3 50 30
Meio é Colquicina 250 6 dias 30
Liquido = >00 30
2 10 25
g
S Orizalina 25 6 dias 25
50 25
Controlo 0 6 dias 54
(9]
I
E 50 30
. S Colquicina 250 6 dias 30
Meio % quici i
Liquido c_% 500 30
.§ 10 25
s Orizalina 25 6 dias 25
-l
50 25
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2.5. Parametros das culturas analisados

2.5.1. Observacao de niveis de sobrevivéncia e desenvolvimento

Apo0s o periodo de inducdo de poliploidia, durante o periodo de desenvolvimento dos
explantes, foram avaliados os seguintes pardmetros: 1) a sobrevivéncia, 2) auséncia de
desenvolvimento e 3) explantes que entraram em senescéncia. Os explantes que nunca se
desenvolveram e os senescentes foram englobados no mesmo grupo para o estudo da taxa de

sobrevivéncia dos explantes aos tratamentos com agentes c-mitoticos.

2.5.2. Analise da ploidia por citometria de fluxo

As plantulas que sofreram tratamento com agentes c-mit6ticos (ou 0s grupos controlo) e
que atingiram um desenvolvimento adequado, i.e., atingiram um namero de folhas suficiente
para garantir o seu desenvolvimento mesmo removendo algumas folhas, e cujas folhas
possuiam tamanho apropriado para analise, foram sujeitas a analise do nivel de ploidia por
citometria de fluxo.

A metodologia utilizada para a analise por citometria de fluxo (Fig. 4) encontra-se
descrita por Loureiro (2007). Resumidamente, 0 processo inicia-se com a colocacgéo de tecido
da plantula em andlise, e de uma quantidade equivalente de planta padrdo, com tamanho
genoémico previamente definido (Raphanus sativus L., 2C=1.11 pg (Dolezel et al., 1992), para
Lavandula multifida e Lavandula pedunculata), numa caixa de Petri com 1 mL de tampdo de
isolamento nuclear WPB (“Woody plant buffer” 0,2M Tris-HCI, 4 mMMgCl; « 6H20, 2mM
EDTA Naz ¢ 2H,0, 86mM NaCl, 10mM metabissulfito de sddio, 1% (m/v) PVP-10, 1% (v/v)
Triton X-100, pH=7.5).

O material sofre chopping com recurso a uma lamina de barbear bem afiada, de acordo
com a metodologia proposta por Galbraith et al. (1983). A solucdo onde se encontram 0s
nucleos libertados pelo chopping é filtrada para um tubo de citometria, através de um filtro com
uma rede de nylon de 50 um de diametro. Ao filtrado s&o adicionados 50 puL/mL de iodeto de
propideo (Sigma), para a marcacdo do DNA dos nucleos e 50 uL/mL de RNase (Fluka), para
evitar a ligacdo do iodeto de propideo ao RNA, evitando a adulteracéo dos resultados. Apoés a
adicdo do corante as amostras sdo deixadas a incubar a temperatura ambiente, durante

aproximadamente 5 minutos, de modo a que o corante tenha possibilidade de se ligar ao DNA.
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Tampéo de
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por chopping

Remocé&o dos
detritos por \ Coloragéo dos ntcleos

filtracéo com flurocromo

Figura 4. Procedimento adoptado no tratamento do material vegetal para avaliagcdo do teor em DNA por
citometria de fluxo (adaptado de Galbraith, 1983; in Loureiro, 2007).

Apo0s o periodo de preparagdo das amostras, estas foram analisadas hum citometro de
fluxo (CyFlow Space®, Partec), equipado com um laser de argon arrefecido a ar e a operar nos
488nm. As configuracbes do aparelho foram mantidas sensivelmente iguais nas varias
medic¢des efetuadas. No inicio de cada medicéo, foi preparada uma amostra constituida apenas
pela planta padrdo, de modo a avaliar a qualidade de funcionamento do citometro de fluxo. A
fluorescéncia relativa das particulas da amostra foi analisada no programa FloMax software
(Partec).

Para cada amostra foi calculado, o indice de DNA (racio entre a fluorescéncia média do
pico Go/G1 da amostra e do pico do padréo utilizado), 0 nimero de nucleos e o tamanho do
genoma.

O tamanho do genoma foi calculado com recurso a equacéo:

Amostra 2C Media do pico Go/G1 da amostra 2C contetido DNA
contetdo DNA - x
nuclear do padréo
nuclear (pg) Média do pico Go/G1 do padréo

A partir destes 3 parametros, as plantas foram classificadas como diploides, tetrapldides
ou mixoploides. As plantas foram consideradas mixopldides quando os nucleos que

normalmente correspondem apenas a fase Gz do ciclo celular compreendem a mais de 25% do

29



Materiais e Métodos

total de nucleos da amostra em estudo. Neste caso é considerado que além dos nucleos na fase
G2, existem também nucleos com o dobro da ploidia e que estes se encontravam na fase Go/G1
do ciclo celular, possuindo o tecido dois tipos de ploidia distintos, ou seja mixoploidia.

As plantas modificadas com sucesso e algumas plantas ndo modificadas, foram
selecionadas para aclimatacdo e para ensaios posteriores para avaliagdo dos caracteres

morfoldgicos.

2.6. Enraizamento

Apos 2 ou 3 geracBes de micropropagacdo, ambas as espécies em estudo perderam a
capacidade de gerar raizes por si proprias, ao contrario das fases iniciais do estudo onde varias
raizes funcionais eram formadas, como tal, foi necessario um periodo de enraizamento antes
das plantas serem transferidas para a fase de aclimatacéo.

Rebentos caulinares de Lavandula pedunculata e Lavandula multifida foram colocados
em meio MS, suplementado com 0,2 mg/L de NAA (&cido naftaleno-acético). Apés 30 dias de
cultura neste meio, a presenca ou auséncia de raiz foi avaliada, e as plantas que formaram raizes
foram transferidas para substrato, num fitoclima (1000 EHHR) com condi¢Ges controladas para
aclimatacdo (20 °C; 70% humidade; fotoperiodo de 12 horas luz para 12 horas escuro).

2.7. Aclimatacao

Ap0s o periodo de enraizamento, as plantas foram transferidas para um fitoclima (1000
EHHR), de modo a avaliar a sua capacidade de sobrevivéncia, e algumas caracteristicas
morfoldgicas (altura do caule, comprimento da maior folha e largura da maior folha). Para
analisar as eventuais diferencas entre a ploidia e a evolucdo temporal da planta, foi realizada
uma andlise estatistica ANOVA de 2 VIAS, de modo a inferir se o fator tempo e/ou ploidia

afetam significativamente o crescimento das plantas.

2.8. Microscopia Eletrénica de Varrimento

Para a realizagdo de ensaios de microscopia eletronica de varrimento, foram isoladas
folhas de plantas modificadas (mixoplo6ides ou tetraploides) e de plantas controlo (sem alteracdo
de ploidia), que foram seccionadas em pequenas por¢des com aproximadamente 2 X 2 mm, e

colocadas diretamente num frasco de vidro, devidamente identificado, com o fundo coberto por
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um fixador composto por gluteraldeido 2,5%, tampéo cacodilato de sédio 0,1M e cloreto de
calcio 0,01M, durante 3 horas. Apds este periodo, mantendo sempre as amostras no mesmo
frasco, o fixador foi retirado e foram realizadas trés lavagens com o tampé&o cacodilato de sodio,
com a duracédo de 10 minutos cada. As amostras foram novamente lavadas durante 10 minutos
com &gua destilada. Apds as varias etapas de lavagem, as amostras foram desidratadas numa
sequéncia de etanol a diferentes concentragdes.

O processo iniciou-se em etanol a 70% (v/v), seguindo para 80%, 90%, 95% e duas vezes
com etanol absoluto (100%), sendo que cada passo tinha a duracdo de 10 minutos. Até ao
periodo de analise no microscopio, as amostras ficaram armazenadas no etanol absoluto a 4°C.

Para a analise ao microscopio, as amostras tiveram de sofrer uma metalizagdo, com
recurso a um metalizador Quorum Technologies SC7620 Mini Sputter Coater, sendo cobertas
com uma camada de 10 nm de uma liga de ouro e paladio.

As amostras foram colocadas no microscopio eletronico de varrimento (VEGA 3 SBH,;
TESCAN), e foram tiradas imagens de tricomas (glandulares e ndo glandulares) e estomas,
sendo gque nos estomas foram também medidos o comprimento e a largura, com recurso ao

mesmo software.
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3.1. Ensaios de germinacdo com sementes de Lavandula pedunculata e Lavandula multifida

Com o objetivo de estabelecer plantas in vitro para os varios ensaios realizados neste
projeto, sementes de L. pedunculata e L. multifida foram esterilizadas e inoculadas em tubos de
ensaio com meio MS gelificado (Fig. 5). Foram colocadas 3 sementes por tubo, num total de
171 sementes para cada uma das espécies, e foi estudada a taxa de germinacdo em dois
tratamentos diferentes, ao longo de 30 dias, em que a concentragéo da sacarose adicionada ao

meio de cultura variou entre 1,5% e 3% (Fig. 6).

lcm

Figura 5: Tubo de ensaio com sementes de L. pedunculata e L. multifida num ensaio de germinacéo in

vitro.

As taxas de contaminacdo neste ensaio foram reduzidas (inferiores a 5%), e nos casos
onde ocorreu germinacao mesmo com contaminacao, esta foi desprezada, embora as plantulas
ndo pudessem ser utilizadas nos ensaios ulteriores.

A taxa de germinacdo em L. pedunculata (Fig. 6a) para os dois tratamentos (MS+1,5%
sacarose com 85,85% de germinacdo e MS+3% sacarose 90,28% germinacdo) foi bastante
superior a verificada em L. multifida (Fig. 6b) (MS+1,5% sacarose com 63,63% germinacéo e

MS+3% sacarose com 26,39% germinacao).
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Figura 6 — Taxas de germinacdo em L. pedunculata e L. multifida em meio MS suplementado com
diferentes concentracfes de sacarose (1,5% e 3%). a) L. pedunculata b) L. multifida (Letras diferentes

representam diferencas significativas entre os tratamentos (p < 0,05)).

Em L. pedunculata (Fig. 6a) a analise estatistica ndo revelou qualquer diferenca
significativa na taxa de germinagédo entre o meio MS suplementado com 1,5% de sacarose e 0
suplementado com 3%, enquanto que em L. multifida (Fig. 6b) a andlise estatistica revelou
diferencas significativas entre os dois tratamentos, sendo que o tratamento em que o meio MS
foi suplementado com 1,5% de sacarose apresentou melhores resultados do que o tratamento

com 3% de sacarose.

3.2. Multiplicacdo de segmentos nodais

As plantulas resultantes da germinacdo de sementes foram transferidas para tubos de
ensaio que continham 10 mL de meio MS, suplementado com 3% de sacarose e sem adicdo de
hormonas vegetais, com o intuito de manter uma colecdo in vitro de exemplares das duas
espécies, L. pedunculata (Fig. 7a, 7b) e L. multifida (Fig. 7c, 7d). As culturas foram mantidas
com uma periodicidade bimensal, sendo que a partir de cada explante ap6s os 2 meses de cultura

existiam entre 3 a 4 segmentos nodais para isolar e multiplicar.
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Figura 7: Micropropagacao de Lavandula pedunculata e Lavandula multifida através da proliferacéo de
meristemas axilares. a) rebento caulinar com aproximadamente 4 semanas de L. pedunculata; b)
segmento nodal de L. pedunculata; c¢) rebento caulinar com aproximadamente 12 semanas de L.

multifida; d) segmento nodal de L. multifida.

3.3. Efeito do meio liquido na cultura dos explantes

Apbs o tratamento com agentes c-mitéticos, 0s niveis de desenvolvimento e
sobrevivéncia dos explantes foi analisado. Os explantes foram classificados como 1)
desenvolvidos, nas situacdes em que o desenvolvimento foi pleno, foram considerados como
2) senescentes, quando o desenvolvimento do explante se iniciou corretamente mas ao fim de
1,5 meses, no fim do processo de andlise, ou estagnou ou os explantes ndo resistiram e foram
ainda classificados como 3) ndo desenvolvidos, quando o desenvolvimento nunca se iniciou e

passados 1,5 meses ndo existiam alteracdes.
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Para o célculo da taxa de sobrevivéncia, 0s explantes senescentes e 0s ndo desenvolvidos foram

incluidos no mesmo grupo, como nédo sobreviventes.

Lavandula pedunculata
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Figura 8: Explantes desenvolvidos, senescentes e ndo desenvolvidos em L. pedunculata. (O —tratamento

com orizalina; C — tratamento com colquicina)

Lavandula multifida
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Figura 9: Explantes desenvolvidos, senescentes e ndo desenvolvidos em L. multifida. (O — tratamento

com orizalina; C — tratamento com colquicina)
As taxas de sobrevivéncia dos explantes expostos a colquicina descem abruptamente do

grupo controlo para os tratamentos com o agente, existindo um claro efeito nocivo na

diminuigdo da sobrevivéncia dos explantes com o aumento da concentragdo do agente (Figs. 8,
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9). As solugdes foram autoclavadas, visto que para a colquicina a autoclavagem revelou ser
mais segura e eficaz que a filtragem.

No tratamento controlo foi onde se verificou uma taxa de sobrevivéncia superior,
aproximadamente 80% para L. pedunculata e aproximadamente 95% para L. multifida.

Em L. multifida, para a concentragdo de 500 uM de colquicina, ndo houve qualquer
explante desenvolvido (Fig. 9), enquanto que para L. pedunculata foi nos 250 M onde n&o se
encontrou nenhum explante desenvolvido (Fig. 8), sendo que em ambas as espécies para
concentragdes de colquicina superiores a 250 uM, a taxa de sobrevivéncia foi sempre inferior
a 20% (fig. 10a, 10b).

Para analisar a distribui¢cdo gaussiana dos dados, foram realizados testes de normalidade,
onde a amostra ndo revelou uma distribuicdo normal e, deste modo, foi realizado um teste ndo
paramétrico — Kruskal-Wallis.

O teste ndo paramétrico revelou a existéncia de diferencas significativas entre
tratamentos tanto para L. pedunculata como para L. multifida, nomeadamente no tratamento
controlo, onde foram descobertas diferencas significativas para os tratamentos de 250 uM e 500
uM (Figs. 10a, 10b).
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Figura 10: Analise das diferencas existentes na taxa de sobrevivéncia para os explantes sujeitos a

tratamentos com colquicina; a) diferencas para L. pedunculata; b) diferencas para L. multifida.

A resposta das duas espécies em estudo em relacdo a resisténcia ao agente c-mitético foi
bastante distinta entre a colquicina e a orizalina. Enquanto que no que diz respeito a colquicina,
as espécies revelaram o efeito nocivo do agente a partir de metade da concentragdo maxima

utilizada, no caso da orizalina a taxa de sobrevivéncia foi na generalidade superior. Porém como
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seria expectavel, a um aumento da concentracdo do agente c-mitotico correspondeu uma
diminuigéo da taxa de sobrevivéncia dos explantes.

Em L. pedunculata, a sobrevivéncia dos explantes foi sempre superior a 40% (Fig. 11a),
e 0 aumento da concentracdo do agente ndo parece influenciar a taxa de sobrevivéncia (Fig.
11a). Este facto foi comprovado pelo teste estatistico de Kruskal-Wallis, que revelou nédo
existirem diferencas significativas entre os varios tratamentos e também pelo facto de a
concentracdo onde se atingiu maior taxa de sobrevivéncia ndo foi aquela onde existia menor
concentracdo do agente (Fig. 11a).

Em L. multifida o efeito nocivo do aumento da concentracdo do agente c-mitotico na taxa
de sobrevivéncia dos explantes é facilmente observavel na figura 11b, ocorrendo uma clara
diminuicdo da sobrevivéncia ao longo da sequéncia crescente de concentracdes. Neste caso a
analise estatistica revelou existirem diferencas significativas entre o tratamento controlo e 0s
tratamentos com concentracdo de 25 uM e 50 uM de orizalina, nos quais se obtiveram taxas de
sobrevivéncia inferiores a 50% (fig. 11Db).
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Figura 11: Analise das diferencas existentes na taxa de sobrevivéncia para os explantes sujeitos a

tratamentos com orizalina; a) diferencas para L. pedunculata; b) diferencas para L. multifida.

3.4. Citometria de fluxo

De modo a avaliar a ploidia das plantas de L. pedunculata e L. multifida foi utilizada
citometria de fluxo.
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Em ambas as espécies de Lavandula os nucleos da fase Go/G; foram bem visiveis,

enquanto que os nucleos da fase G2 eram muitas das vezes impercetiveis (Figs. 12, 13). Foram

encontrados tecidos dipléides (Figs. 12a, 13a) e tecidos mixoploides (tecidos da planta que

possuem nucleos diploides e tetraploides em simultaneo) (Figs. 12b, 13b) em ambas as espécies.

Tecidos unicamente tetrapldides foram apenas encontrados em Lavandula pedunculata (Fig.

13c).
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Figura 12: Histogramas de florescéncia relativa obtidos ap6s anélise em simultaneo de nucleos isolados

de Lavandula multifida (picos 1 (2n) e 3 (4n)) e de um padréo de referéncia interna (Raphanus sativus,

pico 2, 2C=1,11 pg DNA) a) plantula dipléide; b) plantula mixoploide (as informagdes no canto superior

direito de cada gréafico correspondem aos valores dos coeficientes de variacdo (CV) para 0s picos em

guestdo).
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Figura 13: Histogramas de florescéncia relativa obtidos ap6s anélise em simultaneo de nucleos isolados
de Lavandula pedunculata [pico 1 (2n) e 3 (4n)] e de um padréo de referéncia interna (Raphanus sativus,
pico 2, 2C=1,11 pg DNA). a) plantula diploide; b) plantula mixopldide; c) plantula tetraploide. (as
informacdes no canto superior direito de cada grafico correspondem aos valores dos coeficientes de

variagdo (CV) para 0s picos em questao).

O indice de DNA para plantas diploides de L. pedunculata variou entre 0.802 e 0,842,
enquanto que para L. multifida variou entre 0,696 e 0,741. O tamanho do genoma de L.
pedunculata variou entre 797,04 Mpb (mega pares de bases) e os 829,03 Mpb, enquanto que
em L. multifida se situou entre 744,38 Mpb e 804,60 Mpb.

Em L. pedunculata o indice de DNA para as plantas mixoploides foi em média 0,832 para
os nucleos dipldides e 1,61 para os nucleos tetraploides, o tamanho do genoma foi em média

813,44 Mpb para os nlcleos diploides e 1575,37 Mpb para os nucleos tetraploides. A proporgao
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de nacleos foi de 72,9% de ndcleos dipldides para 27,1% de nucleos tetraploides. No caso de
L. multifida o indice de DNA para os nucleos diploides foi em média 0,709 e para os tetraploides
1,38, o tamanho do genoma calculado para os nucleos diploides foi em média de 772,62 e
1506,12 para os tetraploides. A proporcao de ndcleos diploides para tetraploides foi de 30,9%
para 69,1%.

Para as plantas tetraploides, apenas conseguidas em L. pedunculata, os valores do indice
de DNA foram em média 1,619, enquanto que o tamanho de genoma foi de 1757,96 Mpb.

As plantas mixoploides e tetrapldides foram novamente analisadas passados 30 dias da

primeira analise e todas mantiveram o estado de ploidia da primeira analise.
3.5. Taxa de inducéo de poliploidia

Foi calculada a taxa de inducéo de poliploidia e das plantas que permaneceram diploides

nas duas espécies, apenas com os dados das plantas que sobreviveram ao processo de inducao,

para cada agente c-mitético.
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Figura 14: Taxas de inducdo de tetraploidia, mixoploidia e de individuos ndo modificados obtidos em
Lavandula pedunculata (no gréafico Lp) e Lavandula multifida (no grafico Lm) apds exposicdo a
tratamentos com colquicina. Os valores acima das barras correspondem a taxa de inducdo (em

percentagem) apenas dos individuos que sobreviveram aos tratamentos (explantes desenvolvidos) e que

foram analisados por citometria de fluxo.
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Em L. pedunculata a taxa de inducdo de tetraploidia foi de 25% (Fig. 14) (16,66% no
tratamento de colquicina a 50 uM e 8,33% no tratamento de 500 uM, o tratamento de 250 uM
ndo originou nenhum individuo tetraploide) e de mixoploidia foi de 8,33% (Fig. 14) (apenas
um individuo no tratamento 50 uM). Em L. multifida ndo se originou qualquer individuo
tetrapldide (Fig. 14), sendo que a taxa de indugdo de mixopldides foi bastante reduzida (7,14%)
(Fig. 14). Todos os individuos que ndo foram identificados como mixopldides ou tetrapldides
permaneceram no estado diploide (66,67% para L. pedunculata e 92,86% para L. multifida)

(Fig. 14).
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Figura 15: Taxas de inducdo de tetraploidia, mixoploidia e de individuos ndo modificados obtidos em
Lavandula pedunculata e Lavandula multifida apds exposicéo a tratamentos com orizalina. Os valores
acima das barras correspondem a taxa de inducdo (em percentagem) apenas dos individuos que

sobreviveram aos tratamentos (explantes desenvolvidos) e que foram analisados por citometria de fluxo.

Quando o agente c-mit6tico utilizado foi a orizalina verificou-se que em L. pedunculata
a taxa de inducdo de tetraploidia foi de 0% (Fig. 15), enquanto que a taxa de mixoploidia, foi
de 4,65% (Fig. 15) (um individuo no tratamento de 25 uM e um individuo no tratamento de 50
uM). Em L. multifida ndo se obteve qualquer individuo tetraploide ou mixopléide (Fig. 15).
Todos os individuos que ndo foram identificados como mixoploides ou tetraploides
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permaneceram no estado diploide (Fig. 15) (95,35% para L. pedunculata e 100% para L.
multifida).

A taxa de tetraploidia foi nula nos tratamentos com orizalina, e muito reduzida para os
tratamentos com colquicina, originando-se no total apenas 3 individuos tetraploides e apenas e
Lavandula pedunculata. A indugdo de mixoploides também nao foi muito elevada em nenhum
dos agentes c-mitéticos, situando-se sempre abaixo dos 10% e sendo nula em Lavandula

multifida nos varios tratamentos com orizalina.

3.6. Enraizamento

Ao fim de 2 ou 3 ciclos de multiplicacéo, observou-se que os rebentos caulinares perdiam
a capacidade de formar raizes espontaneamente. Deste modo, foi necessério induzir o
enraizamento dos rebentos caulinares resultantes dos tratamentos com agentes c-mit6ticos, num
tratamento com uma modificacdo do meio MS (constituintes habituais reduzidos a 25% da

concentracdo habitual), ao qual foi adicionado 0,2mg/L de NAA, durante 30 dias.

Tabela 3: Enraizamento em L. pedunculata e L. multifida.

Espécie Sucesso no Enraizamento Ploidia
3 Tetraploides
100% : -
Lavandula pedunculata 1 Mixoploéide
(18/18)
14 Diploides
0 Tetraploides
- 82,35% - 2
Lavandula multifida 2 Mixoploides
(14/17)

15 Diploides

Em Lavandula pedunculata foi obtida uma taxa de enraizamento de 100%, sendo que
todos os rebentos caulinares tetrapldides, mixoploides e diploides conseguiram com sucesso
formar raizes (Tabela 3; Fig. 16a).

Em Lavandula multifida, os resultados foram bons, porém inferiores aos obtidos em L.
pedunculata. Foi obtida uma taxa de enraizamento de 82,35%, sendo que 0s 2 rebentos
caulinares mixoploides conseguiram com sucesso enraizar, todavia no caso dos explantes

diploides nem todas os rebentos conseguiram obter raizes.
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Figura 16: a) enraizamento em Lavandula pedunculata; b), ¢) enraizamento em Lavandula multifida (A

posicéo das setas indica a posi¢do da raiz).

3.7. Aclimatagéo

Para a comparacdo das caracteristicas de desenvolvimento ex vitro entre as plantas de varias
ploidias, as plantas cujo enraizamento foi bem-sucedido foram transferidas para substrato e
colocadas num fitoclima com condi¢es controladas e submetidas a um processo de
aclimatagdo (Fig. 17) ap6s o qual foram transferidas para uma estufa exterior. Durante
aproximadamente um més, foram estudadas trés caracteristicas do crescimento das plantas, a

altura do caule, o comprimento da maior folha e a largura da maior folha.
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Figura 17: Aclimatacdo; a) visdo geral da disposi¢do das plantulas; b), c) aclimatacdo de plantas de

Lavandula pedunculata; d), e) aclimatagdo de plantas de Lavandula multifida.
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Figura 18: Gréfico resultante da ANOVA de 2 VIAS, revelando as diferencas na taxa de crescimento

relativa a altura da planta em Lavandula pedunculata, durante os 28 dias de medi¢do. a) comparacgdo

das taxas médias de crescimento entre plantas dipléides, tetrapléides e mixoploides; b), c), d), analise

de pormenor a evidenciar as diferencas entre tratamentos para dipléides (2n), mixoploides e tetrapldides

(4n), respetivamente (letras diferentes revelam diferencas significativas entre os tratamentos (p<0,05)).

As plantas diploides foram as que obtiveram maiores taxas de crecimento, seguidas das plantas

tetraploides e das mixopldide, com taxas de crescimento inferiores. Os graficos b) c¢) d) da

figura 18 revelam as diferencas significativas na taxa de crescimento entre os varios niveis de
ploidia e ao longo do tempo, partindo do dia zero (0% de crescimento) até ao dia 28.
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Figura 19: Gréfico resultante da ANOVA de 2 VIAS, revelando as diferengas na taxa de crescimento
relativa ao comprimento da maior folha em Lavandula pedunculata, durante os 28 dias de medic¢&o. a)
comparacdo das taxas médias de crescimento entre plantas dipldides, tetrapl6ides e mixopl6ides; b), c),
d), analise de pormenor a evidenciar as diferencas entre tratamentos para dipl6ides (2n), mixopldides e

tetrapldides (4n), respetivamente (letras diferentes revelam diferencas significativas entre os tratamentos
(p<0,05)).

As plantas diploides foram as que obtiveram superiores taxas de crescimento, seguidas das
plantas tetrapldides e das mixoploides, com taxas de crescimento inferiores. Os graficos b) c)
d) da figura 19 revelam as diferencas significativas na taxa de crescimento entre 0s Varios niveis
de ploidia e ao longo do tempo, partindo do dia zero (0% de crescimento) até ao dia 28.
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Figura 20: Gréfico resultante da ANOVA de 2 VIAS, revelando as diferengas na taxa de crescimento
relativa & largura da maior folha em Lavandula pedunculata, durante os 28 dias de medicdo. a)
comparagéo das taxas médias de crescimento entre plantas dipldides, tetrapl6ides e mixopldides; b), ),
d), anélise de pormenor a evidenciar as diferencgas entre tratamentos para diploides (2n), mixoploides e

tetraploides (4n), respetivamente (letras diferentes revelam diferengas significativas entre os tratamentos
(p<0,05)).

As plantas dipldides foram as que obtiveram maiores taxas de crescimento, seguidas das plantas
tetraploides e das mixopldides, com taxas de crescimento inferiores. Os graficos b) c) d) da
figura 20 revelam as diferencas significativas na taxa de crescimento entre 0s varios niveis de
ploidia e ao longo do tempo, partindo do dia zero (0% de crescimento) até ao dia 28.

Em todas as andlises em Lavandula pedunculata, as plantas dipléides apresentaram superior

taxa de crescimento, revelando uma maior capacidade de adaptacdo as condicBes de
aclimatacao.
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Figura 21: Gréfico resultante da ANOVA de 2 VIAS, revelando as diferengas na taxa de crescimento
relativa a altura da planta em Lavandula multifida durante os 28 dias de medicdo. a) comparacéo das
taxas médias de crescimento entre plantas dipléides e mixoploides; figura b), ¢), analise de pormenor a
evidenciar as diferencas entre tratamentos para dipldides (2n) e mixopldides, respetivamente (letras

diferentes revelam diferencas significativas entre os tratamentos (p<0,05)).
As plantas mixopléides apresentaram taxas de crescimento superiores as plantas diploides. Os

gréficos b) c) da figura 21 revelam as diferencas na taxa de crescimento entre os varios niveis

de ploidia e ao longo do tempo, partindo do dia zero (0% de crescimento) até ao dia 28.
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Figura 22: Gréfico resultante da ANOVA de 2 VIAS, revelando as diferengas na taxa de crescimento
relativa ao comprimento da maior folha em Lavandula multifida durante os 28 dias de medig&o. a)
comparacdo das taxas médias de crescimento entre plantas dipldides e mixoploides; figura b), c), analise
de pormenor a evidenciar as diferencas entre tratamentos para dipléides (2n) e mixoploides,

respetivamente (letras diferentes revelam diferengas significativas entre os tratamentos (p<0,05)).

As plantas mixoploides apresentaram taxas de crescimento superiores as plantas dipléides. Os

graficos b) c) da figura 22 revelam as diferencas na taxa de crescimento entre 0s varios niveis
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de ploidia e ao longo do tempo, partindo do dia zero (0% de crescimento) até ao dia 28.
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Figura 23: Gréfico resultante da ANOVA de 2 VIAS, revelando as diferengas na taxa de crescimento
relativa a largura da maior folha em Lavandula multifida durante os 28 dias de medicdo. a) comparacao
das taxas médias de crescimento entre plantas diploides e mixoploides; figura b), ¢), analise de pormenor
a evidenciar as diferencas entre tratamentos para dipl6ides (2n) e mixoploides, respetivamente (letras
diferentes revelam diferengas significativas entre os tratamentos (p<0,05)).

As plantas mixoploides apresentaram taxas de crescimento superiores as plantas dipléides. Os
gréficos b) c) da figura 23 revelam as diferencas na taxa de crescimento entre os varios niveis

de ploidia e ao longo do tempo, partindo do dia zero (0% de crescimento) até ao dia 28.

As plantas dipldides em L. pedunculata apresentaram para todos os parametros avaliados
melhores resultados de crescimento do que as plantas tetrapléides e mixopldides. Em L.
multifida as plantas mixoploides revelaram uma melhor capacidade de adaptacéo as condigdes

de aclimatacao tendo sido obtidas superiores taxas de crescimento para todas as caracteristicas
em estudo.
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3.8. Microscopia eletronica de varrimento

Para visualizacdo de tricomas (glandulares e ndo glandulares) presentes nas plantas dipléides,
tetraploides e mixoploides, e analisar eventuais diferencas no formato, dimensao e densidade,
foi utilizada a microscopia eletrénica de varrimento (Fig. 24). O mesmo foi realizado para
analisar diferencas morfoldgicas e na dimenséo dos complexos estomaticos (Fig. 25).

Em relacdo aos tricomas, as amostras eram relativamente pobres, e em regra geral 0s mesmos
encontravam-se danificados, ndo permitindo retirar conclusées das diferencas entre espécies e

ploidias para estas estruturas. N&do obstante, foram encontrados alguns tricomas glandulares

(Figs. 24a, 24b, 24c) e inclusive um tricoma bifurcado (Fig. 24d) em Lavandula pedunculata.
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Figura 24: Tricomas em Lavandula. a) visdo geral de tecido foliar em Lavandula multifida com destaque
para um tricoma na posi¢do central (as setas a branco representam estomas na superficie foliar;
(ampliagdo 500x); b) tricoma glandular de um individuo mixopléide de Lavandula multifida (ampliagéo
3000x); ¢) tricoma glandular de um individuo dipl6ide de Lavandula multifida (ampliacdo 20.000x); d)
tricoma glandular bifurcado de um individuo mixopléide de Lavandula pedunculata (ampliagdo 5000x).

As células estomaticas foram também alvo de analise para detecdo de diferencgas entre as
dimensGes dos individuos com niveis distintos de ploidia (Fig. 25). Foi estudado o comprimento
e a largura de varios complexos estomaticos de plantas dipldides (Fig. 25a) e mixoploides (Fig.
25b) em L. multifida e de plantas diploides (Fig. 25c), tetrapldides (Fig. 25d) e mixopldides em
L. pedunculata e as médias foram comparadas de modo a inferir se as variacdes de ploidia
fazem ou ndo variar a dimensédo dos estomas. Os resultados foram comparados estatisticamente
através do teste ANOVA de 1 VIA.
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Figura 25: Estomas em Lavandula multifida e Lavandula pedunculata. a) estoma de planta dipldide de
L. multifida (ampliacdo 5000x); b) estoma de planta mixopléide de L. multifida (ampliacdo 5000x); c)
estoma de planta dipldide de L. pedunculata (ampliagdo 7500x); d) estoma de planta tetrapl6ide de L.
pedunculata (ampliacdo 3500x).
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Em Lavandula pedunculata (Fig. 26a), existe um claro aumento das duas dimens6es em estudo
com 0 aumento da ploidia das plantas em questdo, sendo que a analise estatistica descobriu
diferencas estatisticas entre as plantas dipldides e as mixoploides e tetrapldides, tanto para o
comprimento como para a largura, podendo ser este um importante caracter para a identificacdo
do nivel de ploidia desta espécie. O desvio padrdo das plantas mixoploides € em média superior
ao das outras plantas devido a grande divergéncia no tamanho dos complexos estomaticos
encontrados nos tecidos dos individuos mixoploides.

No caso de Lavandula multifida (Fig. 26b) ndo foram encontradas diferencas significativas nas
dimensdes dos estomas para diploides e mixoploides, no entanto, a comparacdo entre os desvios
padrdo permite concluir que existe uma maior variagdo do tamanho dos complexos estomaticos

em plantas mixoploides.
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4.1. Germinacao de sementes

A semente é uma estrutura resultante da reproducdo sexuada e, por isso,
perfeitamente adaptada a multiplicacdo das plantas (gimnospérmicas e angiospermicas).
Contudo, em algumas espécies, a propagacao por semente apresenta limitacdes devido a
dificuldades no processo de germinagéo (Engelmann et al., 1999; Berjak & Pammenter,
2000; Pammenter & Berjak, 2008; Walters et al., 2013), a recalcitrancia, quando uma
semente necessita de manter um determinado valor de humidade para manter a sua
viabilidade, (Bewley & Black, 1982), a impermeabilidade do tegumento (Rolston, 1978;
Baskin et al., 2000; Debeaujon et al., 2000) e a dorméncia (Khan, 1982; Koornneef et al.,
2002; Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006) sdo todos fatores condicionantes para a
efetividade deste processo fisioldgico.

Estudos de germinacdo na familia Lamiaceae indicam a existéncia de uma
dorméncia fisiol6gica, que pode ser quebrada com um periodo variavel (para cada
espécie) de estratificacdo (Albrecht & McCarthy, 2006). Nos ensaios realizados neste
trabalho, a dorméncia das sementes ndo foi considerada como um fator importante, visto
que foi colocado em germinacdo um elevado nimero de sementes e que mesmo que a
germinacao fosse reduzida, a micropropagacao iria permitir um ndmero adequado de
explantes para os ensaios realizados.

A germinacao foi realizada em meio de cultura MS, com diferentes concentracGes
de sacarose (1,5% e 3%) apds dupla esterilizacdo superficial das sementes e um periodo
de embebicdo em agua destilada esterilizada de 12 horas, e foi estudada a resposta das
sementes a variacdo de sacarose no meio, tendo em conta as taxas de germinacédo obtidas.

As taxas de contaminacdo neste ensaio foram muito reduzidas (inferior a 5%), o
que indica o sucesso do protocolo utilizado.

Os resultados em Lavandula pedunculata foram muito satisfatorios, tendo-se obtido
taxas de germinacdo na ordem dos 90% (MS+3% sacarose - 90,3% germinacao;
MS+1,5% sacarose — 85,9%), ndo tendo sido encontradas diferencas estatisticas
significativas nestes dois tratamentos. Estes resultados indicam que a propagacdo por
sementes para L. pedunculata é um processo eficaz.

No caso de Lavandula multifida, os resultados ndo foram t&o bons, com
percentagens de germinacédo de 63,63%, no tratamento MS+1,5% sacarose, e de 26,4%
no caso do tratamento MS+3% sacarose, tendo sido encontradas diferencas significativas

entre estes dois tratamentos. S80 necessarios mais ensaios para perceber a exata razdo
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pela qual as taxas de germinacdo para L. multifida foram tdo reduzidas. Alterar os meios
de cultura, sujeitar as sementes a periodos de estratificagdo ou escarificar as sementes
poderéo contribuir para uma melhoria dos resultados.

As plantulas resultantes deste ensaio de germinacdo possuiam fenétipo normal,

apresentando esporadicamente fendmenos de hiperhidricidade.

4.2. Cultura in vitro de segmentos nodais

As técnicas de propagacéo vegetativa sao muito utilizadas e as mais eficazes para a
producdo de um elevado nimero de individuos (Giles & Morgan, 1987; Debnath et al.,
2006; de Gyves et al., 2007; Zuzarte et al., 2010; Georgiev et al., 2013). A
micropropagacdo pode garantir a producdo em larga-escala, num curto periodo de tempo
e em condicBes controladas de plantas de interesse (Echeverrigaray et al., 2005;
Prathanturarug et al., 2005; Idowu et al., 2009). De entre as técnicas passiveis de ser
utilizadas em micropropagacéo, a proliferacdo de meristemas axilares é a mais adequada
para a producéo de clones (Saha et al., 2012), visto que permite manter a homogeneidade
genotipica. Porém, ao contrario do que se pensava até ha poucos anos atras, a propagacao
por organogénese e a embriogénese somatica na maioria dos casos também permitem
manter a homogeneidade genotipica (Pandey et al., 2012; Rai et al., 2012; Cheruvathur
et al., 2013; Haque & Ghosh, 2013).

Neste estudo segmentos nodais foram propagados em meio MS, sem adicdo de
reguladores de crescimento vegetal, e os resultados foram 6timos, visto que em periodos
inferiores a dois meses foram sempre obtidas plantas com um comprimento suficiente
(aproximadamente 10 cm, 2 cm cada segmento nodal) para nova propagacdo, resultados
que vao de acordo com estudos anteriores (Zuzarte et al., 2010; Gongalves & Romano,
2013)

4.3. Cultura em meio liquido

A inducdo de poliploidia com recurso a agentes c-mitdticos € uma técnica antiga
(Stebbins, 1956; Ranney, 2006), e vém sendo obtidos resultados satisfatorios num grande
numero de espécies, tanto para cultura em meio liquido (Bhagyalakshmi et al., 1994)
como para meio sélido agarizado. Os agentes c-mit6ticos mais estudados e utilizados séo
a colquicina (Dermen, 1940; Dermen & Bain, 1944; Griesbach, 1981; Thao et al., 2003;
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Rasuli & Sotudeh, 2007; Kobayashi et al., 2008; Lin et al., 2010; Omidbaigi et al., 2010;
Urwin, 2014) e a orizalina (Madon et al., 2005; Ascough et al., 2008; Jones et al., 2008;
Miguel & Leonhardt, 2011).

Os agentes c-mitoticos bloqueiam a metafase do ciclo celular, formando complexos
com a tubulina, que resultam numa inibicdo da formacao do fuso acromatico, impedindo
a normal separacao dos cromatideos (Caperta et al., 2006), acabando os mesmaos por ficar
enclausurados numa nova membrana nuclear, formando um nucleo de restituicdo com o
dobro do material genético normal.

Neste estudo foram utilizados dois agentes c-mitéticos com diferentes afinidades
para a tubulina (Lehrer et al., 2008; Sakhanokho et al., 2009) e diferentes toxicidades
para os tecidos vegetais (Zeng et al., 2006; Sarathum et al., 2010), e foi estudado o efeito
de uma cascata crescente de concentracdes dos agentes em meio liquido no
desenvolvimento bem-sucedido dos explantes.

Devido a inferior afinidade da colquicina para a tubulina em comparacdo com a
orizalina, as concentracOes de colquicina utilizadas tiveram de ser superiores (colquicina
— 50 uM, 250 uM e 500 uM; orizalina — 10 uM, 25 uM e 50 uM), o que resultou num
efeito mais tdxico para o desenvolvimento dos explantes, havendo baixa taxa de
desenvolvimento tanto para L. pedunculata (50 uM — 21,08%; 250 uM — 0%; 500 uM —
8,16%) como para L. multifida (50 uM — 40%; 250 uM — 6,66%; 500 uM — 0%), em
comparagdo com o tratamento controlo, partilhado para os dois ensaios mas com nimero
de réplicas maior e taxas de desenvolvimento muito superiores (Lavandula pedunculata
— 78,57%; Lavandula multifida — 97,22%). No caso da orizalina as taxas de
desenvolvimento foram superiores tanto para L. pedunculata (10 uM — 48%; 25 uM —
72%; 50 uM — 52%) como para L. multifida (10 uM — 76%; 25 uM — 40%; 50 uM —
8,20%), tal como o reportado em ensaios anteriores (Stanys et al., 2006), porém como
mais tarde sera discutido, o sucesso na inducdo foi muito inferior. Segundo alguns autores
(\Vainola, 2000), a um aumento da concentragdo do agente, corresponde uma diminuicao
da taxa de desenvolvimento dos explantes, e este efeito fica patente no caso dos explantes
sujeitos a colquicina, onde existe uma diminuicdo abrupta do desenvolvimento dos
explantes nas concentragdes superiores, e no caso de L. multifida nos tratamentos com
orizalina.

Os explantes que efetivamente se desenvolveram no meio liquido, originaram

folhas com dimensbes muito superiores aos criados em meio sélido, e possuiam uma
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coloragcdo mais esbranquicada, provavelmente devido ao periodo de indugdo passado na

escuridao.

4.4. Determinacéo do nivel de ploidia

A ploidia de todas as plantas desenvolvidas e de alguns individuos néo
desenvolvidos, mas dos quais foi possivel retirar material vivo, foi analisada por
citometria de fluxo.

Foram analisados um total de 91 individuos de Lavandula pedunculata e 99 de
Lavandula multifida, todos os individuos que apresentaram alteracGes do contetido
genomico revelaram ser explantes desenvolvidos, os explantes que acabaram por nao se
desenvolver mas que foram analisados revelaram ser todos diploides, tendo mantido o
seu conteldo genético original.

De entre as plantas tratadas com colquicina, em L. pedunculata, foram encontrados
3 individuos tetrapldides (2 individuos no tratamento de 50 uM e 1 individuo no
tratamento de 500 uM, correspondente a 25% de indugdo) com um tamanho genémico de
1757,96 Mpb. Estes resultados necessitam de confirmacdo visto ndo estarem presentes
em nenhuma das principais bases de dados de tamanho genémico. Foi ainda obtida uma
planta mixopldide, em que os nucleos diploides possuiam em média 813,44 Mpb e os
tetraploides 1575,37 Mpb, e 8 individuos dipléides com tamanho gendémico de 813,44
Mpb. No caso de L. multifida foi detetado 1 individuo mixopldide e 13 individuos
dipléides. Através da analise das taxas de inducdo podemos concluir que o tratamento de
50uM foi o tratamento com melhores resultados nesta experiéncia.

Os individuos pertencentes ao grupo controlo exibiram todos o comportamento
esperado mantendo a diploidia.

Nos tratamentos com orizalina as taxas de inducdo foram muito insatisfatorias,
sendo que apenas em L. pedunculata foram encontrados 2 individuos mixopléides
(correspondente a 4,7% de inducdo) e nenhum tetrapldide, e os restantes 42 explantes
permaneceram diploides. Em L. multifida, a taxa de inducdo de mixopldides e tetrapldides
foi nula.

Os explantes isolados dos tratamentos com agentes c-mitoticos que se
desenvolveram tiveram um crescimento normal, sem quaisquer anomalias fenotipicas

facilmente identificaveis, variando apenas a cor das folhas entre os tetraploides de L.
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pedunculata para os diploides, possuindo os tetraploides uma tonalidade verde mais
pronunciada.

As plantas mixoploides das duas espécies mostraram-se bastante diferentes em
termos de proporc¢éo de nucleos com diferentes niveis de ploidia. Assim, em L. multifida,
0s nucleos tetrapldides encontravam-se em numero superior (propor¢do 3:1
aproximadamente), e passados 30 dias, na segunda analise, a ploidia permanecia igual.
No caso de L. pedunculata a quantidade de nucleos diploides era superior aos tetraploides
(proporcéo 4:1 aproximadamente), e na analise passados 30 dias a situagdo mantinha-se.

Um outro método testado para comparar a ploidia das plantas foi a medicdo das
caracteristicas bidimensionais dos complexos estomaticos (comprimento x largura)
através de fotografias de microscopia eletronica de varrimento. Seria de esperar que a um
aumento da ploidia correspondesse um aumento das dimensdes do complexo estomatico
(Foschi et al., 2013; Jang et al., 2014; Tavan et al., 2015; Monda et al., 2016), e que nos
individuos mixopldides ocorressem complexos estomaticos com caracteristicas diploides
e tetrapldides. O aumento médio das dimensbes dos complexos estomaticos foi
comprovado para L. pedunculata (4n — 30,45 x 20,74 uM; mixo — 26,36 x 17,91 uM; 2n
— 12,02 x 8,89 uM), onde existe um claro aumento, superior ao dobro, de ambas as
dimensdes avaliadas com o aumento da ploidia, e também através de um teste de anélise
de variancias, onde foram encontradas diferencas significativas entre ambas as dimensdes
das plantas diploides, para as plantas mixoploides e tetrapldides. Em L. multifida este
efeito ndo foi comprovado (mixo — 22,82 x 13,87 uM; 2n — 21,43 x 12,76), e embora as
plantas mixopldides possuam dimenses ligeiramente superiores, ndo foram encontradas

diferencas significativas no teste de andlise de variancias.

4.5. Enraizamento

Um fenémeno ocorrido a partir do terceiro ou quarto ciclo de propagacéo foi a perda
da capacidade de enraizamento dos rebentos caulinares. O mesmo fenémeno ocorreu nos
explantes isolados dos tratamentos com agentes c-mitoticos, que também ndo foram
capazes de criar as suas proprias raizes e como tal tiveram de ser sujeitos a enraizamento
num meio proprio, desenvolvido por (Andrade et al., 1999), onde se alterou a
concentracdo habitual dos componentes do meio MS e ao qual foi adicionado GAs. Ao
fim dos 30 dias do tratamento foi registado quais os explantes que tinham efetivamente

produzido raiz, seguindo para fase de aclimatagdo, em condicgdes controladas.
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O resultado final do enraizamento para as duas espécies em termos morfologicos
foi bastante diferente, visto que em L. multifida as raizes possuiam elevada densidade de
pelos radiculares de tonalidade esbranquicada, enquanto que em L. pedunculata, as raizes
possuiam 2, 3 ou 4 pelos radiculares principais, de tonalidade mais escura. Na fase de
aclimatacao, ocorreu uma mortalidade na ordem dos 50% para ambas as espécies, 0 que
indica que provavelmente parte das raizes formadas ndo seriam funcionais, assim urge
melhorar a sobrevivéncia nesta fase, novos ensaios sdo necessarios para produzir maior

densidade e melhores raizes em termos funcionais nas duas espécies.

4.6. Aclimatagdo

As plantas que possuiam raizes com um desenvolvimento adequado sofreram um
processo de aclimatacdo num fitoclima com temperatura e humidade controladas, sendo
colocadas em vasos plasticos com substrato (perlite + turfa + terra), e foram analisados
trés parametros, sob a forma de taxa de crescimento, ao longo de 28 dias, com um periodo
entre medicbes de 7 dias, para as plantas dos trés tipos de ploidia, tetrapldides,
mixopldides e dipldides. Os parametros analisados foram a altura da planta, o
comprimento da maior folha e a largura da maior folha.

Em L. pedunculata as plantas diploides apresentaram de forma consistente,
superiores taxas de crescimento para os trés parametros em questdo, o que parece indicar
uma maior capacidade de adaptacao dos diploides ao novo ambiente, ndo obstante deste
resultado, tanto a planta mixopléide como as tetrapldides se desenvolveram normalmente,
apenas mais lentamente do que as plantas dipléides. Em relacdo a altura da planta, as
plantas dipldides no final dos 28 dias de medicéo, tinham em média aumentado para 200%
da sua altura original, enquanto que os tetrapléides se ficaram por aproximadamente
100% e os mixopldide por um valor a rondar 0s 80%. No que diz respeito ao comprimento
da maior folha, os resultados sdo consistentes com os anteriores, tendo os individuos
diploides apresentado superiores taxas de crescimento, novamente na ordem dos 200%
ao fim de 28 dias, com os tetrapldides a apresentar taxas na ordem dos 120% e 0s
mixopldide na ordem dos 95% de crescimento. O mesmo sucede no parametro largura da
maior folha, no qual os dipldides voltam a apresentar melhores resultados, na ordem dos
280% de crescimento, os tetrapldides situam-se nos 200% e o individuo mixoploide nos
100%.
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Em L. multifida a ordem das taxas de crescimento inverteu-se, sendo que 0s
individuos mixoploides apresentaram taxas de crescimento superiores em comparagao
com os diploides. No parametro altura da planta, os mixopléides apresentaram taxas de
crescimento na ordem dos 230% enquanto que os individuos diploides exibiram taxas de
crescimento na ordem dos 200%. No caso do comprimento da maior folha, as taxas de
crecimento para mixopléides foram muito elevadas, na ordem dos 350% de crescimento,
ficando os dipldides por um valor a rondar os 250% de crescimento. No parametro largura
da maior folha, o crescimento nos mixoploides e dipldides foi estupendo, atingindo-se

uma taxa na ordem dos 500%.

4.7. Tricomas

Através de microscopia eletronica de varrimento procurou-se catacterizar 0s
tricomas glandulares em L. pedunculata e L. multifida. Os resultados ficaram aquém do
esperado, tendo-se encontrado reduzida densidade de tricomas glandulares para as trés
ploidias em estudo, e na maioria dos casos encontrados encontravam-se relativamente
degradados, provavelmente devido ao processo de metalizacdo da amostra, que é um
processo algo violento para estruturas tdo sensiveis como os tricomas. Nao foi possivel
retirar conclusdes desta analise, nomeadamente devido a falta de tricomas e a situacdo

estrutural dos mesmos.

65



Discussdo

66




Capitulo 5 — Conclusao e perspetivas futuras




Concluséo e perspetivas futuras

68




Concluséo e perspetivas futuras

O principal objetivo deste trabalho foi em parte concretizado, foram conseguidas 3
plantas tetrapldides e 3 mixoploides em Lavandula pedunculata, com taxas de inducéo
reduzidas. Porém o mesmo ndo foi conseguido em Lavandula multifida, onde foi apenas
conseguida 1 planta mixoploide.

Tendo em conta os resultados foi possivel perceber que para Lavandula pedunculata, a
utilizacdo de colquicina, como suplemento a meio MS liquido, com uma concentracdo de 50
uM sera o ideal. SAo necessarios ensaios complementares de modo a avaliar o tempo de
exposicdo ao agente, visto que apenas foram utilizados 6 dias de exposi¢cdo. Uma reducdo do
tempo de exposicdo podera aumentar a taxa de sobrevivéncia das plantas ao tratamento e
desse modo aumentar o numero de plantas tetraploides. Para Lavandula multifida é necesséria
uma reformulacdo do protocolo, provavelmente aumentando a concentracdo dos agentes e
diminuindo o tempo de exposicdo, e eventualmente utilizar diferentes agentes c-mitoticos.
Apos os 6 dias de inducdo os explantes sdo lavados em destilada autoclavada e isolados para
meio de cultura MS solido. A ploidia das plantas foi avaliada por citometria de fluxo e
posteriormente pelas dimensdes (comprimento e largura) dos complexos estomaticos de
algumas plantas selecionadas.

O enraizamento das plantas modificadas, bem como de algumas plantas dipldides, foi
realizado com um tratamento com meio MS, em que a concentracdo dos varios constituintes
foi reduzida a 25% do normal, e ao qual foram adicionados 0,2 mg/L de NAA. Todos os
explantes de Lavandula pedunculata conseguiram formar raizes, enquanto que apenas cerca
de 80% das plantas de Lavandula multifida foram capazes de produzir raizes. Mais estudos
em relacdo ao enraizamento e as condi¢cdes de aclimatacdo, nomeadamente o substrato
utilizado sdo essenciais para a passagem das plantas com sucesso para condicdes exteriores,
visto a taxa de mortalidade no processo de aclimatacao ter sido elevada.

Através de microscopia eletronica de varrimento foi tentado analisar a densidade e a
variacdo do tamanho de tricomas glandulares entre ploidias nas duas espécies, porém o
mesmo ndo foi bem sucedido visto que a maioria dos tricomas encontrados estavam
danificados, provavelmente devido a agressividade do protocolo de preparacdo das amostras.
Através desta técnica de microscopia foi possivel analisar as caracteristicas bidimensionais
dos complexos estomaticos e tentar relacionar um aumento da dimens&o do complexo com
um aumento da ploidia, o que se comprovou para Lavandula pedunculata.

Em passos futuro neste trabalho, a passagem das plantas modificadas para condi¢Oes
exteriores para estudar o seu comportamento é essencial para perceber se as plantas podem ou

ndo ser utilizadas com fins econémicos.
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A andlise qualitativa e quantitativa dos 6leos das plantas tetrapléides em contraponto
com a anédlise dos 6leos em plantas diploides é imperativa para inferir se existem ou nao

vantagens na utilizacao destas plantas geneticamente modificadas.
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