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Resumo

A grande maioria das plantas existentes nao tolera a presenca de elevadas concentracoes de
sal no seu meio de crescimento, independente das condicdes edafoclimaticas, sendo essas
designadas “plantas galicofitas”. Por outro lado, existem plantas que conseguem realizar todo
o seu ciclo de crescimento e reproducao em ambientes com concentracoes salinas elevadas,
sendo as mesmas designadas por “plantas halofitas”. Ao longo da costa portuguesa, as plantas
haléfitas sao frequentemente encontradas em locais com boa drenagem de agua, como por

exemplo, salinas, dunas e margens de bacias maritimas.

A Salicornia spp. € uma planta haléfita também conhecida por espargo do mar, mede entre 25
a 35 cm e apresenta uma morfologia alongada. Esta planta tem vindo a ser descrita como
benéfica para a salde, uma vez que contem vitaminas A e C, assim como, calcio, ferro, iodo,
magnésio, acido p-cumarico, acido ferilico e sddio. A Salicornia estao associados/descritos
efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios, sendo que esta planta também esta relacionada com

a prevencao de complicacoes cardiovasculares, como por exemplo a hipertensao.

Tendo em conta os beneficios do consumo da Salicornia spp., tem sido crescente o interesse
comercial e cientifico no estudo dos compostos e na multiplicacdo desta planta. Neste sentido,
e apesar de ja se encontrarem descritos alguns resultados relativos a multiplicacado in vitro da
Salicornia spp., no desenvolvimento desta tese de mestrado, otimizaram-se os processos de
multiplicacdo pelo método convencional e, pela primeira vez, foram realizados ensaios em
Biorreatores de Imersdao Temporaria. Os resultados oBITdos culminaram numa metodologia
simples e eficiente de multiplicacdo in vitro, assim como de pré- aclimatizacao ex vitro da
Salicornia spp. De seguida identificou-se e quantificou-se o acido ferulico, comparando o
composto produzido pelas plantas oriundas da multiplicacao in vitro com as plantas
provenientes da fase de pré-aclimatizacao ex vitro. Para tal, foram realizados diferentes ensaios
em diferentes fases do processo de multiplicacdo in vitro de plantas: Desinfecdo e
Estabelecimento, sendo o tratamento mais eficiente o ET4 (HgCl, a 10% durante 3 minutos);
Micropropagacdo pela técnica convencional, analisando-se diferentes parametros nos quais
se destaca o tratamento MCT17 (DMS com 8.87 uM BAP + 5.37 pM NAA + 513 pM NaCl) e a
Micropropagacgdo pela técnica de biorreatores de imersdo tempordria, alcancando-se o
melhor desempenho no tratamento com MBT2 (DMS, 5 minutos de Imersao a cada 6 horas e 1
minuto de ventilacao a cada 6 horas); Pré- aclimatizacdo ex vitro, todos os ensaios oBITveram

resultados positivos, nao existindo diferencas significativas entre os mesmos.

Por ultimo, quantificou-se o acido trans-ferulico existente em amostras provenientes da
multiplicacdo in vitro e das amostras pré-aclimatizadas obtendo-se respetivamente 3,39+1,26

pg/mL e 4,17+3,48 pg/mL de acido trans-ferdlico.
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Abstract

The large majority of the existent plants does not tolerate large amounts of salt in their growth
medium, regardless the soil and climate conditions, being this kind of plants called of
“galiphocite plants”. However, there are plants that can perform all their growth and
reproduction cycle in environments with high salt levels (being called halophytic plants). It is
important to refer that across the Portuguese coast is very common to find this kind of plants

near places with good drainage of water (like e.g. saline, dunes, banks of sea basins).

The Salicornia spp. is a halophytic also known as asparagus from the sea, measuring between
25 to 35 cm and presenting an elongated morphology. Moreover, it has been described as
beneficial to health since present vitamins A and C as well as calcium, iron, iodine, magnesium,
p-cumaric acid, trans ferulic acid and sodium. To Salicornia are linked antioxidants and anti-

inflammatory effects also, this plant is related with the prevention of cardiovascular diseases.

Regarding the benefits of the Salicornia spp. consumption there are commercial and scientific
interest in study the compounds and the multiplication process of this plant. Although now
there are already described results from the in vitro multiplication of Salicornia spp., there are
yet the need to optimize and complete this information. Concerning this, in this work there
was optimized the in vitro multiplication conventional method. Moreover, for the first time,
these plants were grown using Temporary Immersion Bioreactors which enabled in the
production of a full methodology of in vitro multiplication and ex vitro pre-acclimatization of
the Salicornia spp. After, the trans ferulic acid was identified, quantified and the amount of
this acid produced by plants from in vitro multiplication and by plants from nature was

compared.

To accomplish the above mentioned, there were performed several experiments in different
phases of the in vitro multiplication process: desinfection and establishment, being the most
efficient the treatment ET4 regimen (10% HgCl, for 3 minutes); Micropropagation using a
conventional methodology, when different parameters a analyzed and compared the most
relevant treatment was MCT17. Micropropagation using the temporary immersion bioreactors
technique, the best performance was assigned to MBT2 treatment (DMS, 5 minutes every 6 hours
in duration and 1 minute every 6 hours of ventilation); Pre-acclimatization ex vitro, all

treatments were successful and there was no difference between treatments.

Finally, the trans-ferulic acid existing in the several in vitro and pre-acclimatized samples were

quantified, respectively 3.39 + 1.26 ug/mL and 4.17 + 3.48 pg/mL of trans-ferulic acid.

Xi



Keywords:

In vitro multiplication, Trans-ferulic acid, Temporary immersion bioreactors, Salicornia spp.

Xii



indice

L0 o 1| o T 1
(R (a1 d o Te [FTeF: Lo PP PP PP 3
1.1 Plantas halOfitas «uoueeuireeririetirietiiietiietieetiieeteieetereeseeesenaereaeseneenensesenaesenans 4
(VY [} (oo 1 ] o B P 7
1.3 ACIAO tranS-fEIULCO «..ovvveiiieeeiie et e e e e e e eeeaan 9
1.4 MiCropropagacCa0 fN VItrO .c..eeen ettt ieieeetianeeeenneeeenaeeeenaesseneesesnnesesnnesssnnesans 11
1.5 Modelos aplicados @ propagacan iN Vitro ....eeeeeeeeeriieeteenseieeseneeseneeseneeseneesenens 13
1.5.1 Multiplicacao pela técnica de micropropagacdo convencional.........ccoevviuennenens 13
1.5.2 Multiplicacao pela técnica de Biorreatores de imersao temporaria .............. 15
L0 1o 1 (] o172 17
P 0 o 1] w1 oL PP 19
[0 o1 ¥ | o JC T 21
3. Materiais € METOAOS .. uvuuiniit it iieet et eiee et ettt et e ieeteneereneeseeeseeesenaenenaesenaesenans 23
3.1 Material Vegetal coeeeeiiiiiii i ettt e e s e et e e e e e e aeaas 23
3.2 Ensaio para o estabelecimento asséptiCo in VItro .....c.cvveeeirieeireniineneineneinennanens 23
3.3 Ensaios de multiplicCag@o iN VItro ....cccoveiieiiieiiiiiiiiiii i eaeeeaees 24
3.3.1 Método de Micropropagacao Convencional - Primeiro ciclo experimental........... 24
3.3.2 Método de Micropropagacao Convencional- Segundo ciclo experimental............. 27
3.3.3 Método de Micropropagacao Convencional com Meta-Topolin - Terceiro ciclo
EXPEIIMENEAL . 1ttt i e et e et e it e e e e e eeieeearaaeaas 28
3.3.4 Método de Micropropagacao por Biorreatores de Imersdao Temporaria............... 39
3.4 Ensaios de pré aclimatizagao X VItro.......eeevuieeieiiiiiiiiiiiieiiieeeieeeneeeneenenaenens 31
3 ORODUSEEZ .. et e seeetsnsasenens 33
3.6 Quantificacdo do Acido trans-feriliCo......ooviviiiiiiniiiiiiiiiiiiiei e e ieneeenaas 34
36,1 INSErUMENTACAD .+t uteenteeneeeteeeeeeeenneeaneeaneeaneeaneeaneeanessnsssneesnssenessnessnens 34
3.6.2 Recolha e preparacao do material vegetal ......ccvviuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiriieenennnen. 34
3.6.3 Procedimento de @Xtraa0 «...cvueeiieeiieirie i eeieii et et eeeeeeeaeeaeeaneeanens 34
3.6.4 Sistema cromatografico € de deteCa0 .. .cvvvuirirniiiriiiriirireieereeeneeenens 34
[0 o 1o 1 37
4. RESULLAAOS € DIiSCUSSA0. . euuetnnttttinteiteeteiteeteeteeneeeeeeneeeneeenneenneeneeennecnneennecnes 39
4.1 Estabelecimento ass€ptiCo iN VItro ....c.ueuieiiieiii i eeee e e aes 39
4.2 MULEIPUICACAO TN VITIO vevenneeeeeeeiei ettt e et et e et et e et eeneeanees 40
4.2.1 Método de micropropagacao convencional - primeiro ciclo experimental........... 40
4.2.2 Método de micropropagacao convencional - segundo ciclo experimental ........... 47
4.2.3 Método de micropropagacao convencional - segundo ciclo experimental (meta-
Le] 0101 31 3 ) O PPN 50
4.3 Método de micropropagacao por Biorreatores de Imersao Temporaria .................... 53
4.3.1 Comprimento dos @XPlantes. ......cueiuiiuiiniiiiiiiiiiiiiiitiiiieeiteeeeeeeeeeeaennes 53
4.3.2 NUMEIO de rEDENTOS . c.vrintitiiteteitetertenertenereeneneeneneereneeneneeneneeneneenennenenes 54
4.3.3 AUSENCIA/PreSenCa e MAIZ ..uvuvuiieeriiiiniiietiiteeeee it eeeeeeeeneneeneneeneneenennns 55



4.3.4 Robustez dos explantes €m BIT’S .. ..oouiiuiieiiiiiiiiiiiiiiiirc e 56

4.4 Pré aclimatiZzagao ©X VItrO ...u.iveeeireesineetiitetineesineeseneeseneesentenenaeneneeseneeneneenens 57

4.4.1 Comprimento dos eXplantes .....eiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieieeeeieeeenaaeaaas 57
4.4.2 Peso Fresco da Part@ @€rea ......cceeuieeeriiieriieeriieeteieeseneeseneeseneesensesensesenees D8
4.4.3 PesO freSCO da RAIZ ..uuviinrineiiiiiiitiiitieitieieeenteeneeeneeeneeeseeeseeesseenseessenneass D9
4.4.4 RODUSTEZ..euuintiiniiiiiiiiiiii it et et eeeeeaeeaeeneeneeneenesnesneenesnesnesss 00

4.5 Detecao e quantificacao do acido trans-ferdlico ......cvvivivniieiiiiiniiininininennenens 61

4.5.1 Identificacao dos @Nalitos «...eeeneerreirneirrerreeieeeeeeeeeeraeeeeraneraneeaneaanens 61
4.5.2 ValidACA0 . .ueiintiitiitiiitieitieiteeiteenteenteeneeeneeaneeaneeenseenseesnesnneenseennenneass O2

4.5.3 Seletividade.....cocvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 62
4.5.4. Linearidade e curva de calibraCao.......cceevveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiceeieeeeaees 62
4.5.5 Precisao € exatid@n........coovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiir el 64

4.5.6. Aplicacdo do método em amoStras rEaiS .....c.vveeeereneereneereneereneeneneesenaenannss 67

P

5. Conclustes € Perspetivas. FULUIAS ...iviuiiiiiiiiiiiitiiiitieiiteiiiieeeeiieeeeneeesnneeesnseeennnes 73

P

L 2 E (= =) 1L = RSN /4

Xiv



Lista de Figuras

Figura 1 - Salina presente na costa portuguesa (regiao de Aveiro) tipico habitat natural das

I
plantas =1 0e) i 1 - L PP PPN 5

Figura 2 - Demonstracéo dos trés principais mecanismos de tolerancia salina. Adaptado de Roy

=X oo1 1o o] ¢=Te [o] ¢T3N I/ I PPN 6

Figura 3 - Exemplar de Salicornia spp. (demonstrando aspeto caracteristico de suculéncia).
Adaptada de Mirian [6]...ceeeueiriitiiiiitiiiitieireeeertereetereaneeeesanesesneesesnsesesnessssnsssannes 7
Figura 4 - Estrutura do AF 1] . eeeeeneiiiiiiiiii et eeiieeeeeeeenneeeeneeeenneesanneesannnens 10

Figura 5 - Esquema do processo de organogénese direta aplicada a Salicornia spp. (Adaptado
(o [N - - W L X N ) I PP PP PO PPOP 13

Figura 6 - Salicornia spp. proveniente do processo de micropropagacao pelo método

convencional, utilizando frascos de multiplicacao (A) e tubos deensaio (B) ........cccueuen...... 14

Figura 7 - Sistema de Biorreatores de Imersao Temporaria (BIT) utilizado para a producao de

RYo Ui (o) g1 (o o] TP PN 16

Figura 8 - Diferenca visual entre o grau de robustez da Salicornia spp. 2 (A) e o grau de robustez

Figura 9 - Percentagem de explantes viaveis e descartados conforme método de desinfecado
utilizado no material vegetal de Salicornia spp. (ET1= NaClO a 50%, 10 minutos de imersao;
ET2= NaClO a 50%, 15 minutos de imersao; ET3= NaClO a 33%, 15 minutos de imersao; ET4=
HgCl, a 10%, 3 minutos de imersao; ET5= HgCl, a 50%, 2 minutos de imersao)(n= 120) 39

Figura 10 - Percentagem de contaminacbes existentes com base nos meio utilizados na
desinfecao do material vegetal de Salicornia spp. (ET1= NaClO a 50%, 10 minutos de imersao;
ET2= NaClO a 50%, 15 minutos de imersao; ET3= NaClO a 33%, 15 minutos de imersao; ET4=
HgCl, a 10%, 3 minutos de imersao; ET5= HgCl, a 50%, 2 minutos de imersao) (n= 120)

Figura 11 - Comparacao do comprimento dos explantes de Salicornia spp. entre os diferentes
tratamentos utilizados no primeiro ciclo experimental utilizando o meio nutritivo MS. Os dados
representam a média + D.P, n=30. (MCT1= MS; MCT2= MS com 8.87 uM BAP; MCT3= MS, 8.87 uM
BAP, 256 pM de NaCl; MCT4= MS,8.87 uM BAP, 513 pM de NaCl; MCT5= MS, 8.87 pM BAP + 5.37
UM NAA; MCT6= MS, 8.87 UM BAP + 5.37 pM NAA, 256 uM de NaCl; MCT7= MS, 8.87 uM BAP +
5.37 M NAA, 513 pM de NaCl; MCT8= MS, 13.37 pM L BAP + 2.28mg/L ZEA; MCT9= MS, 13.37 pM

XV



L BAP +2.28mg/L ZEA, 256 pM de NaCl; MCT10= MS,13.37 pM L BAP + 2.28mg/L ZEA, 513 pM de

Figura 12 - Comparacao do comprimento dos explantes de Salicornia spp. entre os diferentes
tratamentos utilizados no primeiro ciclo experimental utilizando o meio nutritivo DMS. Os dados
representam a média + D.P, n=30. (MCT11= DMS; MCT12= DMS com 8.87 uM BAP; MCT13=DMS,
8.87 uM BAP, 256 uM de NaCl; MCT14= DMS, 8.87 uM BAP, 513 uM de NaCl; MCT15= DMS, 8.87
MM BAP + 5.37 uM NAA; MCT16= DMS, 8.87 uM BAP + 5.37 pM NAA, 256 uM de NaCl; MCT17= DMS,
8.87 UM BAP + 5.37 uM NAA, 513 pM de NaCl; MCT18= DMS, 13.37 uM L BAP + 2.28mg/L ZEA;
MCT19= DMS, 13.37 upM L BAP + 2.28mg/L ZEA, 256 pM de NaCl; MCT20= DMS,13.37 uM L BAP +
2.28mg/LZEA, 513 UM @ NACL) c.niniiiiiiii e 42

Figura 13 - Comparacdo do nimero de rebentos gerados pelos explantes de Salicornia spp. entre
os diferentes tratamentos do primeiro ciclo experimental que utilizam o meio nutritivo MS. Os
dados representam a média + D.P, n=30. (MCT1= MS; MCT2= MS com 8.87 puM BAP; MCT3= MS,
8.87 pM BAP, 256 pM de NaCl; MCT4= MS,8.87 uM BAP, 513 pM de NaCl; MCT5= MS, 8.87 pM BAP
+ 5.37 pM NAA; MCT6= MS, 8.87 uM BAP + 5.37 pM NAA, 256 pM de NaCl; MCT7= MS, 8.87 puM
BAP + 5.37 pM NAA, 513 pM de NaCl; MCT8= MS, 13.37 pM L BAP + 2.28mg/L ZEA; MCT9= MS,
13.37 uM L BAP + 2.28mg/L ZEA, 256 pM de NaCl; MCT10= MS,13.37 uM L BAP + 2.28mg/L ZEA,
I T e = T 43

Figura 14 - Comparacdo do nimero de rebentos gerados pelos explantes de Salicornia spp. entre
os diferentes tratamentos do primeiro ciclo experimental que utilizam o meio nutritivo DMS.
Os dados representam a média + D.P, n=30. (MCT11= DMS; MCT12= DMS com 8.87 puM BAP;
MCT13= DMS, 8.87 pM BAP, 256 pM de NaCl; MCT14= DMS, 8.87 pM BAP, 513 uM de NaCl; MCT15=
DMS, 8.87 uM BAP + 5.37 uM NAA; MCT16= DMS, 8.87 uM BAP + 5.37 pM NAA, 256 uM de NaCl;
MCT17= DMS, 8.87 pM BAP + 5.37 pM NAA, 513 pM de NaCl; MCT18= DMS, 13.37 pM L BAP +
2.28mg/L ZEA; MCT19= DMS, 13.37 pM L BAP + 2.28mg/L ZEA, 256 pM de NaCl; MCT20=
DMS,13.37uM L BAP+2.28mg/LZEA,513uMde NaCl) c..ueneiiieiiiiiii i 44

Figura 15 - Percentagem de auséncia/ presenca de raiz nos explantes de Salicornia spp. do
primeiro ciclo experimental com meio nutritivo MS (n=30). (MCT1= MS; MCT2= MS com 8.87 uM
BAP; MCT3= MS, 8.87 pM BAP, 256 pM de NaCl; MCT4= MS,8.87 pM BAP, 513 pM de NaCl; MCT5=
MS, 8.87 pM BAP + 5.37 pM NAA; MCT6= MS, 8.87 pM BAP + 5.37 pM NAA, 256 pM de NaCl; MCT7=
MS, 8.87 pM BAP + 5.37 pM NAA, 513 pM de NaCl; MCT8= MS, 13.37 pM L BAP + 2.28mg/L ZEA;
MCT9= MS, 13.37 uM L BAP + 2.28mg/L ZEA, 256 pM de NaCl; MCT10= MS,13.37 pM L BAP +
2.28mg/L ZEA, S513UM de NACL) «enneneinieiii e et et e ee e eaae 45

Figura 16 - Percentagem de auséncia/ presenca de raiz nos explantes de Salicornia spp. do
primeiro ciclo experimental com meio nutritivo DMS (n=30). (MCT11= DMS; MCT12= DMS com

8.87 uM BAP; MCT13= DMS, 8.87 uM BAP, 256 uM de NaCl; MCT14= DMS, 8.87 uM BAP, 513 pM
de NaCl; MCT15= DMS, 8.87 uM BAP + 5.37 uM NAA; MCT16= DMS, 8.87 uM BAP + 5.37 uM NAA,

XVi



256 pM de NaCl; MCT17= DMS, 8.87 uM BAP + 5.37 pM NAA, 513 pM de NaCl; MCT18= DMS, 13.37
UM L BAP + 2.28mg/L ZEA; MCT19= DMS, 13.37 pM L BAP + 2.28mg/L ZEA, 256 uM de NaCl;
MCT20= DMS, 13.37pML BAP+2.28mg/LZEA, 513pM de NaCL) ..eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenns 46

Figura 17 - Comparacao do grau de robustez de explantes de Salicornia spp. sujeitos a diferentes
tratamentos: (A) imagem retirada do artigo de Joshia e colaboradores, 2012 (utilizando BA a
8.9 UM + NAA a 5.37 pM e NaCl a 500 pM) joshia; (B) resultado do tratamento usado nesta
dissertacao de mestrado mais idéntico ao utilizado pelo autor anteriormente referido (MCT7 -
BAP a 8.87 uM + NAA5.37 pM e NaCl a 513 UM [2] . cueniniiieii e e 47

Figura 18 - Comparacao do comprimento dos explantes de Salicornia spp. entre os diferentes
tratamentos utilizados no segundo ciclo experimental que utilizam o meio nutritivo MS. Os
dados representam a média + D.P, n=30. (MCT2= MS com 8.87 uM BAP; MCT3= MS, 8.87 uM BAP,
256 pM de NaCl; MCT9= MS, 13.37 uM L BAP + 2.28mg/L ZEA, 256 pM de NaCl; MCT10= MS,13.37
UM L BAP + 2.28mg/L ZEA, 513 pMde NaCl). .c.uinieiiii it 48

Figura 19 - Comparacao do comprimento dos explantes de Salicornia spp. entre os diferentes
tratamentos utilizados no segundo ciclo experimental que utilizam o meio nutritivo DMS. Os
dados representam a média + D.P, n=30 (MCT14= DMS, 8.87 uM BAP, 513 uM de NaCl; MCT15=
DMS, 8.87 uM BAP + 5.37 pM NAA; MCT17= DMS, 8.87 uM BAP + 5.37 pM NAA, 513 pM de NaCl;
MCT19= DMS, 13.37 pM L BAP + 2.28mg/L ZEA, 256 pMde NaCl). .....cccveneiiiennininininenenen.. 48

Figura 20 - Comparacédo do numero de rebentos gerados pelos explantes de Salicornia spp. entre
os diferentes tratamentos do segundo ciclo experimental que utilizam o meio nutritivo MS. Os
dados representam a média + D.P, n=30. MCT2= MS com 8.87 pM BAP; MCT3= MS, 8.87 uM BAP,
256 pM de NaCl; MCT9=MS, 13.37 uM L BAP + 2.28mg/L ZEA, 256 pM de NaCl; MCT10= MS,13.37
UM L BAP + 2.28mg/L ZEA, 513 pMde NaCl). .cuuenieiiiii i eaee 49

Figura 21 - Comparacdo do nimero de rebentos gerados pelos explantes de Salicornia spp. entre
os diferentes tratamentos do segundo ciclo experimental que utilizam o meio nutritivo DMS. Os
dados representam a média + D.P, n=30. MCT14= DMS, 8.87 uM BAP, 513 pM de NaCl; MCT15=
DMS, 8.87 pM BAP + 5.37 uM NAA; MCT17= DMS, 8.87 uM BAP + 5.37 pM NAA, 513 pM de NacCl;
MCT19= DMS, 13.37 uM L BAP + 2.28mg/L ZEA, 256 pMde NaCl). ..coeeveininiiniiiininiininennen.. 50

Figura 22 - Comparacao do comprimento dos explantes de Salicornia spp. entre os diferentes
tratamentos utilizados no terceiro ciclo experimental que utilizam o meio nutritivo DMS. Os
dados representam a média + D.P, n=60. (MCMT1= DMS,513 pM de NaCl; MCMT2= DMS, 0.031 pM
meta-topolin, 513 pM de NaCl; MCMT3= DMS, 0.062 uM meta-topolin, 513 pM de NaCl; MCMT4=
DMS, 0.124 pM, 513 PM de NACL). c.nneiei e et e e 51

Figura 23 - Comparacgédo do nimero de rebentos gerados pelos explantes de Salicornia spp. entre

os diferentes tratamentos do terceiro ciclo experimental que utilizam o meio nutritivo DMS. Os

Xvii



dados representam a média + D.P, n=60. (MCMT1= DMS,513 pM de NaCl; MCMT2= DMS, 0.031 pM
meta-topolin ,513 pM de NaCl; MCMT3= DMS, 0.062 pM meta-topolin ,513 pM de NaCl; MCMT4=
DMS, 0.124puM metatopolin, S13UM de NACL) ..eviiiriiiiiiiiiiii it eeieeieeenieeeeneeeanns 52

Figura 24 - Comparacao do comprimento dos explantes de Salicornia spp. entre os diferentes
tratamentos utilizados no ensaio de BIT’s, utilizando o meio nutritivo DMS. Os dados
representam a média + D.P, n=30. MBT1= DMS, 5 minutos a cada 3 horas de aeracao, 1 minuto
a cada 3 horas de imersao; MBT2= DMS, 5 minutos a cada 6 horas de aeracao, 1 minuto a cada
6 horas de imersao; MBT3= DMS, 5 minutos a cada 12 anos de aeracao, 1 minuto a cada 12 horas
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Capitulo 1







1.Introducao

A biotecnologia vegetal apoia-se basicamente sobre duas grandes areas, a multiplicacao in vitro
e a transformacdo genética [7]. Neste sentido, as décadas de 40, 50 e 60 foram importantes
marcos histdricos para o desenvolvimento do sector da multiplicacao in vitro de plantas. Um
dos principais exemplos deste periodo foi a publicacdo do meio nutritivo de Murashige & Skoog
em 1962 (MS), que até os dias atuais ainda é utilizado como um dos principais meios nutritivos

na multiplicacao in vitro de plantas [8].

Para se compreender melhor o principio de multiplicacdo de plantas em geral, tanto in vitro
como ex vitro, € necessario recuar ao ano de 1838, onde Schleiden e seus colaboradores
desenvolveram a teoria celular inerente ao conceito da totipoténcia celular (capacidade de
uma Unica célula se dividir e produzir uma planta inteira) e, no ano seguinte, em 1839,
Schwann, reconhece a célula como a unidade primaria/elementar de todos os organismos vivos
[9]. As teorias anteriormente mencionadas estdao diretamente ligadas com a multiplicacao e
transformacao genética de plantas, que por sua vez foi descrita pela primeira vez por Griffith
(1928) em bactérias [10]. Em 1983, no Miami Winner Symposium, trés grupos de investigacao,
totalmente independentes, descreveram a transformacéo genética mediada por Agrobacterium
tumefaciens, o que permitiu a producdo de plantas transgénicas totalmente férteis [9]. Este
marco historico da biotecnologia vegetal originou o inicio de um novo ciclo de investigacao
sobre a transformacéao genética, permitindo nao so originar plantas geneticamente modificadas
para os mais diversos fins, como também desenvolver novas metodologias de transformacao

genética, tais como os equipamentos de bio balistica [11].

A par do desenvolvimento de sistemas de producao de plantas in vitro, surgiram as primeiras
biofabricas de plantas, especulando-se que a primeira bioproducido de plantas tenha sido
realizada por Morel em 1960, com a producao de orquideas através de meristemas [12]. Com o
evoluir da tecnologia, e com a necessidade de fornecimento de novas espécies, hoje as
biofabricas sao uma realidade muito bem implementada. Existindo milhares de protocolos de
micropropagacao in vitro, contribuindo também para o desenvolvimento de novas técnicas,
como por exemplo, os biorreatores de imersao temporaria, sistemas criados como alternativa
ao cultivo de plantas pelo método convencional in vitro. O custo de operacao de uma biofabrica
foca-se substancialmente na mao de obra, sendo que o recurso a utilizacao de sistemas como
os biorreatores de imersao temporaria permite diminuir 20 a 40% dos custos fixos e obter plantas
de melhor qualidade [13]. Em termos fisioldgicos, o processo de expansdao em biorreator nao
causa stress nas plantas, obtendo-se normalmente plantas maior dimensao, com bom
desenvolvimento de raiz, o que permite obter melhores resultados na fase de aclimatizacao
[14].



As técnicas de micropropagacao podem, e sao aplicadas a diferentes espécies, independente
da sua caracterizacdo. Nos Ultimos tempos, e com maior frequéncia, tem-se observado uma
crescente procura pela utilizacdo destas técnicas biotecnoldgicas em espécies que apresentam
compostos bioativos e nutracéuticos na constituicdo (indUstria farmacéutica ou alimentar).
Neste sentido cabe ressalvar que nao se consegue precisar ao certo desde quando as plantas
comecaram a ser utilizadas como medicamentos e fonte de tratamento das mais diversas
doencas. A realidade é que os compostos ativos presentes em determinadas plantas sao
utilizados em medicamentos, hoje aprovados pelas mais diversas entidades, nomeadamente a
Food and Drug Administration e European Medicines Agency. Sendo, por vezes, replicados
sinteticamente. O estudo da identificacao de compostos surge com a biotecnologia moderna e,
com o desenvolvimento de sistemas cromatograficos eficazes no isolamento de compostos

bioativos, acompanhando a evolucao dos sistemas de producao de plantas [15].

As plantas halofitas tém sido, desde a |l Guerra mundial, utilizadas como alternativa a escassez
de alimentos. Mais concretamente, a Salicornia, era utilizada para alimentacao dos soldados,
uma vez que servia como uma excelente fonte nutritiva [16]. A Salicornia, segundo Panth [17]
apresenta, além de todo o conteldo rico em nutrientes, o acido trans-ferulico (AF), cuja
complexa acao, acaba por ser responsavel pelo efeito positivo de vaso-protecdo no organismo
humano [18].Paises como a Franca, Holanda, Espanha e Portugal, utilizaram as plantas halofitas
para alimentacdo de gado nas zonas costeiras. Neste sentido, tém-se despertado um potencial
interesse, ndo so sobre os seus beneficios alimentares diretos, mas igualmente sobre o ponto

de vista economico [19].

Dada a importancia da Salicornia e de todo contexto nela envolvido e aqui revisto, este trabalho
tem o objetivo estabelecer metodologias tecnoldgicas que permitam obter rentabilidade

industrial da espécie em causa, bem como avaliar a presenca do AF na sua constituicao.

1.1 Plantas halofitas

A grande maioria das plantas existentes nao tolera a presenca de elevadas concentracdes de
sais no seu meio de crescimento, independente das condicdes edafoclimaticas, sendo as
mesmas designadas por “plantas galicofitas”. Por outro lado, existem aquelas plantas que
conseguem realizar todo o seu ciclo de crescimento e reproducao em ambientes cujas
concentracdes salinas sdo elevadas, designadas por “plantas halofitas”. Neste sentido, a palavra

holéfita deriva da juncao de Halos, que significa sal e Phyto, que significa planta [3, 20].



Em Portugal e, mais especificamente ao longo da costa, as plantas halofitas sao frequentemente
encontradas em locais com boa drenagem de agua, como por exemplo, nas salinas (Figura 1),

dunas e margens de bacias maritimas [3].

Figura 1 - Salina presente na costa portuguesa (regido de Aveiro) tipico habitat natural das

plantas halofitas.

Os locais mencionados anteriormente sdo, por norma, compostos por sulfato de sodio (Na;S04),
sulfato de magnésio (MgS0,), sulfato de Calcio (CaS0,4), cloreto de magnésio (MgCl,), cloreto de
potassio (KCl), cloreto de sddio (NaCl) e carbonato de sddio (Na,COs). No caso especifico do
NaCl, este encontra-se com concentracoes compreendidas entre os 200 mM e os 1200 mM [3,
20]. Sendo assim, a sobrevivéncia das plantas halofitas nestes habitats so é possivel devido aos
seus mecanismos de tolerancia a elevadas concentracdes de sais, sendo que estes mecanismos
podem variar consideravelmente entre as espécies. Por exemplo, a Atriplex apresenta uma
incorporacao elevada de sua biomassa em ambientes com 700 mM de NaCl, a Hastata tolera
concentracdes de 300 mM, enquanto a Salicérnia europaea tem um acentuado crescimento de
biomassa entre os 500 e os 1020 mM de NaCl [20].

Quando expostas a elevadas concentracées de sal, o desempenho de planta para planta é
variavel, existindo neste sentido diferentes sistemas complexos para suportarem elevadas
concentragées de NaCl. Os trés principais mecanismos sao: (1) tolerancia osmotica, que é
regulada por sinais de curta e longa distancia, que reduzem o crescimento da parte aérea,
sendo impulsionado o sinal antes da acumulacdo de Na* na parte aérea [5]. Apesar do
funcionamento dos sistemas de tolerancia osmoticos das plantas halofitas ndo estarem

totalmente estudados, constata-se que estas plantas possuem sistemas osmoticos complexos



que surgem da necessidade das mesmas se adaptarem a condicoes extremas de salinidade; (2)
exclusdo de ides, cujos processos de transferéncia de ides nas raizes minimizam a absorcao de
sais e consecutivamente levam a diminuicdo da acumulacao de diferentes tipos de sais no
interior da planta; (3) tolerancia do tecido, ou seja, estas plantas desenvolvem suculéncia, que
resulta de um aumento dos vacuolos promovidos pela diluicao ionica [21, 22].

Na Figura 2 é possivel observar os trés principais mecanismos de tolerancia salina descritos no
paragrafo anterior. No caso especifico da Salicornia spp., planta objeto de estudo nesta
dissertacdo, segue o Ultimo mecanismo descrito, a suculéncia por diluicdo i6nica. A Figura 3
demonstra claramente o aspeto que caracteriza e comprova a condicao de suculéncia da
Salicornia spp..
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Figura 2 - Demonstracao dos trés principais mecanismos de tolerancia salina. Adaptado de Roy

R
et al.[5].
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Figura 3 - Exemplar de Salicornia spp. (demonstrando aspeto caracteristico de suculéncia).
Adaptada de Mirian [6].

Outra caracteristica que desperta interesse nas plantas haldfitas diz respeito as suas
propriedades e composicdo. Neste sentido, estas plantas tém vindo a desempenhar um papel
cada vez mais importante, como por exemplo, na alimentacdo, sendo utilizadas como
excelentes fontes multivitaminicas e como alternativa ao consumo de sal na alimentacao
(atribuindo destaque a Salicornia) [3, 23]. Estas plantas também sao utilizadas como alternativa

aos combustiveis fosseis na producdo de biocombustivel [24].

1.2 Salicornia

Salicornia € uma planta halofita que pertence ao género Salicornia spp. da familia
Chenopodiaceae (Tabela 1). A familia Chenopodiaceae é essencialmente caracterizada pela
tolerancia a ambientes salinos, tendo sido descrita pela primeira vez em 1789 por A. J. Jussieu.
Segundo a classificacao filogenética, pertence a ordem Caryophyllales, sendo constituida por
cerca de 180 géneros, e mais de 2500 espécies. Os membros desta familia encontram-se
dispersos por ambos os hemisférios, contudo com maior prevaléncia no hemisfério sul, sendo
maioritariamente encontrados em locais aridos, salinos e em locais costeiros [4, 21]. As espécies
desta familia podem ter um ciclo anual perene, e sdo maioritariamente arbustos lenhosos ou
plantas suculentas, apresentando raramente grande dimensao. As folhas podem apresentar uma
configuracdo em espiral com/sem suculéncia e a maioria das espécies apresentam flores

pequenas, com 3 a 5 pétalas de cores pouco vivas. Na Europa esta familia € composta por



aproximadamente 30 géneros e mais de 150 espécies [25], como por exemplo, Chenopodium
album, C. glaucum, C. hybridum e C. polispermum, Atriplex, Salicornia spp. e Sarcocornia
(Salicornia herbacea; Salicornia bigelovii; Salicornia brachiata, Salicornia persica, Sarcocornia

fructicosa, Sarcocornia decussata, Sarcocornia andina) [20].

Tabela 1 - Classificacdo Taxondmica do género Salicornia spp.

Reino Plantae Caracteristica das plantas
Sub-Reino Tracheobionta Vasculares
Superdivisao Spertmatophyta Com sementes
Divisao Magnollophyta Com flor
Classe Magnollopsida Dicoltiledoneas
Subclasse Caryophyllales -
Familia Chenopodiaceae -
Género Salicornia -

A Salicornia spp. desenvolve-se em ambientes normalmente ricos em argila, com concentracoes
elevadas de sal, como por exemplo, salinas [18, 26]. Este comportamento advém das
caracteristicas anteriormente descritas na seccao 1.1, que confere potencial de adaptabilidade
a este tipo de plantas [23]. A Salicornia spp. é também conhecida por espargo do mar, mede
entre 25 a 35 cm e apresenta uma morfologia alongada, com rebentos carnudos em estado
vegetativo e com menor suculéncia em estado de floracdo. O processo de perda de suculéncia
deve-se a utilizacdo de nutrientes durante o processo de producao de biomassa durante o
periodo de crescimento, ocorrendo novamente a reposicao dos mesmos no final deste periodo
[23]. A Salicornia spp. propaga-se por semente em habitat natural ou em estufa, sendo o seu
florescimento diretamente relacionado com o fotoperiodo. Segundo Ventura et al. em 2011,
quando comparado o crescimento sob condicdes de iluminacao artificial com o crescimento com
luz natural, verifica-se a existéncia de um retardamento na floracao das plantas com a luz

artificial. O seu sistema radicular é do tipo rizoma, com uma



extensdao maxima de 12 cm de profundidade e, sendo assim, descrito como uma provavel

adaptacao a solos mal irrigados [18, 20, 27].

As plantas marinhas do género da Salicornia spp. tém vindo a ser descritas como benéficas para
a saude, uma vez que contém vitaminas A e C, calcio, ferro, iodo, magnésio e sodio [16, 18].
Adicionalmente, proporcionam ainda efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios, prevenindo
também complicacbes cardiovasculares [18, 28, 29]. Na ultima década a Salicornia spp. tem
vindo a ser cada vez mais utilizada na alimentacdo como alternativa a utilizacao de sal na
alimentacao, como descrito por Ventura em 2011 [30]. Panth em 2016 apresentaram analises
por cromatografia liquida de alta pressao (HPLC) realizados com Salicérnia europeia, revelando
que a mesma continha 5- (hidroximetil) furfural, acido p-cumarico, AF, dando especial atencdo
a este ultimo composto (o AF), uma vez que é associado a efeitos de vaso protecao, o que lhe
confere a capacidade de inibir o aumento da pressao arterial. No estudo in vivo, efetuado pelos
mesmos autores em ratos hipertensos, verificaram um aumento da pressao arterial com o

consumo de sal refinado, quando comparado com a ingestao de Salicornia spp. [22].

1.3 Acido trans-ferulico

O AF faz parte dos compostos fenolicos, que por sua vez sdao metabolitos secundarios,
habitualmente situados na parede celular dos alimentos, como por exemplo, cereais e nos
vacuolos das células das plantas, sendo habitualmente classificados através das suas
caracteristicas estruturais e vias biossintéticas [31]. Os compostos fenodlicos possuem em
comum pelo menos um grupo fendlico, ou seja, um grupo hidroxilo associado a um anel
aromatico. Ao nivel estrutural e biologico é um grupo extremamente diversificado, sendo as
suas vias metabolicas de elevada complexidade. Das vias biossintéticas basicas destacam-se a
via do acido chiquimico que é responsavel pela sintese da maioria dos polifenois em plantas e
a via do acido maldnico. Esta ultima via nao se observa com tanta frequéncia em plantas, tendo

uma maior preponderancia em fungos e bactérias [32].

A maioria dos compostos fendlicos presentes nas plantas provém da fenilalanina. O
fosfoenolpiruvato é o precursor da via do acido cinamico que tem origem na glicose e na
eritrose-4-fosfato proveniente da via das pentoses-fosfato, dando origem ao acido xiquimico.
Apds a formacao do acido chiquimico o mesmo liga-se com uma molécula de fosfoenolpiruvato,
dando origem ao acido corismico que é precursor dos trés aminoacidos aromaticos: triptofano,
tirosina e fenilalanina. Através de uma reacao de desaminacao a fenilalanina vai originar o
acido cinamico, sendo esta reacao catalisada pela enzima fenilalanina amoénia liase (PAL) (a
expressao desta enzima é influenciada por condicdes fisicas e meteorologicas). As reacdes que
se sucedem a reacao catalisada pela PAL vao originar grupos de compostos fenolicos. [33]. A

identificacao e classificacao destes compostos é gerada através do nimero dos anéis fenélicos
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presentes e da ligacao que ocorre entre os mesmos e os elementos estruturais. Um dos
subgrupos dos acidos fendlicos e o dos acidos hidroxicinamicos que raramente se encontram na
forma livre, ocorrendo com frequéncia sob a forma de ésteres glicosilados. Os acidos cinamicos
mais abundantes sdo o cafeinico (presente maioritariamente em frutos), e o ferdlico (muito

abundante em graos de cereais)[32, 33].

O AF é um potente antioxidante fendlico que abunda nas paredes celulares das plantas. Este
acido encontra-se presente no nosso quotidiano em concentracdées mais elevadas em frutas
citricas, trigo, espinafres e cereais [1, 34]. Na area médica o AF destaca-se pela sua capacidade
diurética, atividade antioxidante, redutora de colesterol, antimicrobiana e anti-inflamatoria
estando também relacionado com a prevencao contra a trombose e aterosclerose e pelo seu
efeito anticancerigeno [35, 36]. Na area alimentar o AF atua como conservante devido a sua
acao antioxidante e antimicrobiana e pela sua capacidade inibidora de gordura, peroxidacao
acida e absorcao de ultravioletas (UV), sendo bastante utilizado em formulacdes de locoes para
a pele e protetores solares, devido ao seu efeito foto protetor. Na Figura 4 é possivel observar-

se a estrutura do AF [1].

HO
OCH3;

Figura 4 - Estrutura do AF[1].

O AF pode ser obtido por sintese quimica e extracdo de plantas. A sintese quimica envolve uma
reacao de condensacao da vanilina com o acido maldnico, catalisado pela piperidina. Este
processo demora aproximadamente trés semanas, mas permite obter elevados rendimentos.
Para a extracdo de AF em plantas os autores fazem referéncia a utilizacdo de métodos
enzimaticos, extracdo alcalina e acida, extracao pelo método de Soxhlet e maceracao [34, 36,
37]. Sendo o AF constituido por um grupo cromoforo pode ser detetado na regiao do ultravioleta
e visivel. Deste modo, a literatura faz referéncia a utilizacdo de sistemas de HPLC para a
separacao do AF em amostras de Salicornia. A utilizacdo do método de HPLC permite obter

niveis de detecao mais baixos quando comparado com métodos tradicionais os autores
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identificam o AF aos 22 minutos de corrida, a um comprimento de onda de leitura a 305 nm [1,
37, 38].

1.4 Micropropagacao in vitro

A teoria da totipoténcia celular, aplicavel nos vegetais, ampara todo processo ocorrido de
micropropagacao in vitro. Para tal, sdo proporcionados em ambiente laboratorial os estimulos
quimicos (vitaminas, macro e micro nutrientes aminoacidos e fito hormonas) e fisicos
(temperatura, fotoperiodo, entre outros) necessarios para estimular o explante (conglomerado
de células, tecidos ou orgao vegetais) promovendo a sua diferenciacdo e especializacao celular

até atingir a formacao de uma nova planta [39].

Como mencionado anteriormente, as décadas de 40, 50 e 60 sdo marcos significativos para o
desenvolvimento das técnicas de micropropagacao in vitro [40], e o aperfeicoamento do meio
nutritivo € um exemplo claro da evolucao das técnicas de micropropagacdo. Os primeiros meios
nutritivos eram formulados para plantas inteiras e nao para segmentos das mesmas,
comummente designados por explantes. No inicio da década de 50, chegou-se a utilizar a
solucao de Knop que continha aproximadamente 200 mg por litro de sais e, no final da mesma
década, Nitsch chegou a conclusdo que as quantidades de sais utilizados eram demasiado
baixas, sendo elaborado um novo meio com cerca de 4 g de sais por litro [38]. Ao longo da
década de 60, e com a necessidade de introduzir novas plantas, verificou-se que as solucoes
existentes nao estavam a surtir efeito no crescimento dos explantes. Murashige e Skoog (1962)
desenvolveram um novo meio, com concentracdes aproximadamente 25 vezes superiores as
concentragdes utilizadas por Knop, com maior incidéncia no aumento da concentracao de NOs

e NH,*. Esta solucdo foi continuamente utilizada ao longo das Ultimas décadas [8].

0 meio nutritivo é um dos fatores mais importantes a ter em conta nas técnicas de multiplicacdo
in vitro, mas existem outros fatores igualmente relevantes que podem ditar o sucesso ou o
insucesso, como por exemplo, a idade do explante utilizado. Neste sentido, o desempenho in
vitro pode ser condicionado pela sua idade, um tecido fisiologicamente mais jovem confere
uma maior rapidez na resposta in vitro. Por sua vez, um tecido vegetal mais antigo nao tem a
mesma resposta, apresentando dificuldade para gerar calos ou de promover um bom
alongamento, sendo também mais dificil de serem desinfetados. O tamanho do explante
também influencia o resultado in vitro, sendo que um explante de maior tamanho dificulta a
cultura asséptica, porem pode promover facil regeneracao. Ao passo, que um explante muito
pequeno pode resultar em facil assepsia, porém por nao conter reservas nutricionais essenciais
podem nao responder em regeneracao. O método de desinfecao inicial para o estabelecimento
in vitro também confere grande influéncia no sucesso do processo. Sabendo que a propagacao

in vitro é operada em condicdes assépticas, € necessario proceder a desinfecdo do material
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vegetal recolhido em campo. Assim, a literatura referencia utilizacao de fungicidas,
bactericidas e hipoclorito de cloro ou sodio, combinados com sucessivos ciclos de limpeza em
agua desionizada. O método de desinfecdo deve ser adequado consoante o local de recolha e

as condi¢coes do material vegetal [41-43].

A propagacao vegetativa aplicada convencionalmente, tem vindo a ser utilizada ao longo dos
séculos como principal veiculo de multiplicacdo, conservacao e manutencao das mais variadas
espécies. As técnicas de micropropagacao in vitro, por sua vez, surgem como alternativa que
permite, além da multiplicacao, conservacao e manutencao, podendo também ser aplicadas ao
melhoramento genético, qualificacdo fitossanitaria, aumento consideravel do volume
produzido, entre outros [44]. De entre os sistemas de propagacao in vitro destacam-se: o
desenvolvimento de gemas axilares, onde é promovido o desenvolvimento de novos brotos de
gemas axilares através da adicdo de fito-hormonas ao meio nutritivo [45]; embriogénese
somatica, este processo é caracterizado pelo desenvolvimento das células somaticas por meio
de diferentes estadios embrionarios, dando origem a novas plantas sem ocorrer a fusao dos
gametas [46, 47]; organogénese, direta e indireta, ocorrendo através da diferenciacao de
orgaos e rebentos diretamente do explante (organogénese direta) ou a partir de calos
igualmente produzidos in vitro (organogénese indireta) [47]. O processo de organogénese é
complexo, envolvendo fatores internos e externos, como por exemplo a idade do explante,
meio de cultura, fatores ambientais e os reguladores de crescimento exdgenos adicionados ao
meio de cultura [32]. A organogénese também é uma técnica que, quando associada a formacao
genética, possibilita a regeneracdo de plantas transgénicas [48-50]. Na Figura 5 exemplifica-se

o processo de organogénese direta tipicamente aplicada a Salicornia spp.
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Figura 5 - Esquema do processo de organogénese direta aplicada a Salicornia spp. (Adaptado
de Faria [51]).

1.5 Modelos aplicados a propagacao in vitro

1.5.1 Multiplicacdo pela técnica de micropropagacao convencional

A técnica de micropropagacao convencional foi a técnica inicialmente desenvolvida para o
cultivo de tecidos vegetais, sendo os explantes cultivados em meios solidos ou semissélidos
[52]. A técnica de micropropagacdo convencional inicia-se apds a desinfecdo do material
vegetal, nesta técnica sdo comummente utilizados processos de organogénese (direta ou
indireta) e embriogénese somatica [53]. Na técnica de micropropagacao convencional recorre-
se a utilizacao de meios nutritivos como o caso do MS e DMS e de agentes gelificantes (como
por exemplo agar). Na literatura é possivel encontrar informacdo referente a multiplicacao
in vitro de plantas haldfitas, sendo descrito a utilizacdo de meios nutritivos de base MS e MS
modificado com e sem adicido de NaCl, BAP, acido naftalenoacético (NAA), acido
indolacético(lAA), thidiazuron (TDZ), zeatina (Zea) e cloreto de magnésio (MgCl,) [52]. Na figura
6 pode observar-se a Salicornia spp. proveniente da técnica de micropropagacao convencional

em tubo e frasco utilizados no presente trabalho [2, 29].

A micropropagacao convencional € uma técnica de multiplicacdo in vitro que a semelhanca dos
restantes procedimentos é operada em condicoes assépticas. Através do método convencional
€ possivel utilizar um menor nimero de explantes do que em outros métodos de
micropropagacao in vitro, permitindo reduzir significativamente o risco de perda de matéria

vegetal por contaminacao na fase de estabelecimento. A técnica convencional também é muito
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utilizada para diferentes tipos de cultivo: Cultivo de meristemas - os meristemas tém um
diametro muito pequeno e ndo possuem sistema vascular, estando praticamente isolados de
contaminacdes, sendo preferencial o seu cultivo pelo método convencional [52]; Cultivo de
protoplastos - os protoplastos sao células cuja parede celular foi removida por acao enzimatica,
muito utilizado na obtencédo de hibridos transgénicos; Cultivo de célula isolada ou de tecido
desorganizado (calo) - utilizado na obtencao de plantas resistentes a virus, bactérias, fungos,

herbicidas, entre outros [54].

0 método convencional do ponto de vista do estabelecimento de novas culturas ou da utilizacdo
de diferentes técnicas de cultivo, é das opcdes mais utilizadas. No entanto, o método em causa
apresenta algumas limitacdes no momento da producao de novas mudas de plantas, como por
exemplo: existir a necessidade de se recorrer a utilizacdo de uma quantidade elevada de
material laboratorial e de recursos humanos; baixa rentabilidade na fase de producao de
plantas in vitro; necessidade de alteracao do meio a cada 5/6 semanas de cultivo. Neste
sentido, novas técnicas de micropropagacao in vitro tém vindo a surgir para colmatar as falhas
existentes no procedimento de multiplicacdo convencional, permitindo obter maior

rentabilidade e custos menores na fase de multiplicacao e producao de novas mudas de plantas,

como por exemplo, os BIT’s [52].

Figura 6 - Salicornia spp. proveniente do processo de micropropagacdo pelo método

convencional, utilizando frascos de multiplicacao (A) e tubos de ensaio (B).
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1.5.2 Multiplicacado pela técnica de Biorreatores de imersao temporaria

Visando principalmente a reducdo nos custos e o aumento nas respostas obtidas in vitro,
surgiram novas técnicas de micropropagacao, neste caso utilizando meio de cultivo liquido em
consonancia com automacao. Neste sentido, Aitken, Christie e Jones em 1987 [55],
desenvolveram projetos na micropropagacao de Pinus, propondo pela primeira vez a utilizacao
de meio de cultivo liquido. Os primeiros documentos divulgados sobre o uso de biorreatores
remontam os anos 80, onde Takayama e Misawa (1981) utilizam os biorreatores para a producao
de microtubérculos de batata. O sistema de imersao temporaria foi idealizado e desenvolvido
por Teisson e Alvard em 1994 [56], sendo atualmente utilizado em laboratdrios por todo o

mundo para as mais diversas espécies.

Biorreatores sdo equipamentos utilizados na multiplicacdo de transferéncia de plantas com
potencial seguranca, economia e higiene. Sao usados para o cultivo de gemas, embrides e
orgaos em meio de cultura liquido e potencializam producao de mudas de forma automatizada
em larga escala, com monitorizacdo e controle das condicdes de cultivo, além de menor
manipulacao das culturas. Foram desenvolvidos também para corrigir falhas existentes na
producdo de novas plantas provenientes das técnicas convencionais, aumentando a
rentabilidade das biofabricas [57].

Os dois principais tipos de biorreatores sao o convencional de imersao continua e o de imersao
temporaria (BIT), sendo que ambos os modelos utilizam meio nutritivo liquido, com renovacao
de ar durante o cultivo, assim como, a constante monitorizacao de fatores essenciais, como o
pH, oxigénio dissolvido, temperatura, entre outros. Nos biorreatores de imersao continua, o
material vegetal em cultivo permanece imerso continuamente no meio de cultura [58]. Neste
tipo de biorreatores o meio permanece estagnado o que causa problemas de hiper-hidratacao
dos tecidos e orgaos [46]. Dependendo da espécie e do meio nutritivo utilizado a hiper-
hidratacao pode causar distarbios fisiologicos graves, afetando o crescimento e
desenvolvimento do material vegetal. Este distlurbio é designado por hiper-hidricidade,
consistindo em deformacoes visuais dos explantes (alongamento celular, hastes deformadas,
entre outros), o0 mesmo apresenta baixa taxa de sobrevivéncia durante a fase de aclimatizacao
[59]. Por sua vez os BIT s permitem um controlo do tempo de permanéncia entre o material
vegetal e 0 meio nutritivo evitando os problemas anteriormente mencionados. Foi com objetivo
de colmatar as falhas existentes nos biorreatores de imersao continua que Avard e
colaboradores desenvolveu o sistema de BIT s que posteriormente foi modificado por Teisson e

colaboradores dando origem ao sistema de biorreatores tipo RITA [60].

As técnicas de micropropagacdo convencional sdo extremamente Uteis para processos de
estabelecimento e manutencao das espécies, nomeadamente quando se trata de promover o

enraizamento e alongamento das espécies os BIT 's. Estes sistemas conferem a seguinte

15



vantagem: operam com meio liquido, sendo ideal para a micropropagacao, evitando a utilizacao
de agentes gelificantes, como por exemplo, o agar. A utilizacdo de meios liquidos proporciona

uma série de vantagens, nomeadamente [14, 61]:
- Permite uniformizar as condicoes de cultivo;
- E mais simples trocar/remover o meio;

- A esterilizacdo por filtracdo torna-se mais facil o que consequentemente possibilita a
utilizacdo de recipientes com maior volume do que na técnica de micropropagacao in vitro

convencional;
- Maior capacidade de producao;

- Reducao significativa de custos com pessoal especializado.

b

Figura 7 - Sistema de Biorreatores de Imersao Temporaria (BIT) utilizado para a producao de
Salicornia spp.
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2.0bjetivos

O objetivo geral da dissertacdo de mestrado foi criar protocolos de estabelecimento,
multiplicacao e pré aclimatizacao de micropropagacao in vitro da Salicornia spp.., identificando
e quantificando o AF presente nas plantas micropropagadas e pré-aclimatadas. Para tal, foram

delineados os seguintes objetivos especificos:

- Estabelecer a metodologia de desinfecdo e estabelecimento asséptico in vitro de
explantes de Salicornia spp.;

- Estabelecer a metodologia de multiplicacao in vitro de explantes de Salicornia spp.
através do método de micropropagacédo convencional;

- Estabelecer a metodologia de multiplicacao in vitro de explantes de Salicornia spp.
através do método de micropropagacdo em biorreatores de imersao temporaria (BIT’s);

- Estabelecer a metodologia de pré-aclimatizacdo de plantas micropropagadas de
Salicornia spp.;

- |dentificar e quantificar o AF em plantas de Salicornia spp. obtidas in vitro e pré-
aclimatadas.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Material Vegetal

Plantas matrizes de Salicornia spp. foram recolhidas na zona sul de Espanha, mais precisamente
em Cadis, e transportadas em recipientes plasticos higienizados até ao Centro de Biotecnologia
de Plantas da Beira Interior (CBPBI) em Castelo Branco, Portugal, local que reGne todas as

condicoes logisticas para a realizacdo dos ensaios de micropropagacao.

3.2 Ensaio para o estabelecimento asséptico in vitro

Porcdes apicais, variando entre 5 e 10 cm de comprimento, coletadas das plantas matrizes,
foram submetidas a uma fase de pré-assepsia, realizada em ambiente laboratorial, seguindo-
se as seguintes etapas sequenciais: inicialmente, mantiveram-se as porcoes apicais em agua
corrente por 30 minutos; de seguida, estas porcées foram imergidas em solucao fungicida
(Mancozebe® 1g/L) por 15 minutos sob agitacdao constante; finalmente, verteu-se a solucao de
fungicida e manteve-se o material vegetal num frasco estéril, fechado hermeticamente.
Imediatamente apods a pré assepsia, os materiais foram colocados na camara de fluxo laminar,
imersos em solucdo de etanol a 70% por 30 segundos sob agitacao e entdo, submetidos a fase

de assepsia propriamente dita, conforme os tratamentos descritos na Tabela 2.

Tabela 2 - Tratamentos de desinfecédo utilizados nos ensaios de estabelecimento asséptico in
vitro da Salicornia spp.

Tratamentos NaCl (% na solucao) HgCl; (% na solucao) Imersao (minutos)
ET1 50 % 0 10
ET2 50% 0 15
ET3 33% 0 15
ET4 0 10% 3
ET5 0 50% 2
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Apos passagem pelos tratamentos mencionados na Tabela 2, os materiais foram lavados 5 vezes
em agua destilada esterilizada, com imersodes sob agitacdo durante 1 minuto e mantidas dentro

do frasco estéril e hermeticamente fechado.

Ainda na camara de fluxo laminar, os materiais vegetais foram cortados, a fim de se obterem

os explantes finais, sendo estes constituidos por segmentos apicais de 1,5 cm de comprimento.

Apos o isolamento dos explantes, estes foram inoculados individualmente em tubos de ensaio
contendo 10 ml/tubo de meio de cultura MS (contendo macro e micronutrientes e vitaminas)
suplementado com 30 g/L de sacarose, 7 g/L de agar, a pH 5,8; previamente esterilizados em

autoclave (121 °C; 1,5 atm de pressao durante 25 minutos).

Posteriormente, os materiais foram cultivados em sala de crescimento sob condicdes
controladas de temperatura (25 + 2 °C), fotoperiodo (16 horas de luz e 8 horas de escuridao) e

intensidade luminosa (+ 35pumol m?2/s), por um periodo de 45 dias.

No final do ciclo de cultivo foi elaborada uma triagem, contabilizando-se os explantes inviaveis

por contaminacao por fungos, bactérias ou por morte celular.

0 delineamento experimental foi inteiramente aleatdrio, com 5 tratamentos e 120 repeticoes
por tratamento, onde cada repeticao foi representada por um explante. Os dados foram
expressos como uma média + desvio padrao (D.P.) mediante analises e testes estatisticos
(Analise de variancia one-way ANOVA, seguido do teste de comparacdo multipla de Turky)

realizados a partir do software GraphPad Prism 6.

3.3 Ensaios de multiplicacao in vitro

3.3.1 Método de Micropropagacdo Convencional - Primeiro ciclo

experimental

A partir de plantas in vitro, estabelecidas conforme definido na etapa de estabelecimento
asséptico in vitro (seccdo 3.2), foram preparados explantes de 1,5 cm de comprimento que,
posteriormente, foram inoculados em diferentes composicoes de meios de cultura, na porcao

de 15 mL/explante, conforme os tratamentos especificados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Tratamentos de composicao de meios de cultura utilizados nos ensaios de

micropropagacao convencional da Salicornia spp. (Primeiro ciclo).

Tratamentos Meio de Fito hormonas NaCl
Cultura (HM)
MC T1 MS 0 0
MC T2 MS 8,87 uM BAP 0
MC T3 MS 8,87 uM BAP 256 pM
MC T4 MS 8,87 uM BAP 513 uM
MC T5 MS 8,87 UM BAP + 5,37 uM ANA 0
MC Té6 MS 8,87 UM BAP + 5,37 uM ANA 256 pM
MC T7 MS 8,87 UM BAP + 5,37 uM ANA 513 uM
MC T8 MS 13,37 uM L BAP + 2,28 mg/L ZEA 0
MC T9 MS 13,37 uM L BAP + 2,28 mg/L ZEA 256 pM
MC T10 MS 13,37 uM L BAP + 2,28 mg/L ZEA 513 uM
MC T11 DMS 0 0
MC T12 DMS 8,87 uM BAP 0
MC T13 DMS 8,87 uM BAP 256 pM
MC T14 DMS 8,87 uM BAP 513 uM
MC T15 DMS 8,87 UM BAP + 5,37 uM ANA 0
MC T16 DMS 8,87 UM BAP + 5,37 uM ANA 256 pM
MC T17 DMS 8,87 UM BAP + 5,37 uM ANA 513 uM
MC T18 DMS 13,37 UM L BAP + 2,28 mg/L ZEA 0
MC T19 DMS 13,37 UM L BAP + 2,28 mg/L ZEA 256 pM
MC T20 DMS 13,37 UM L BAP + 2,28 mg/L ZEA 513 pM
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Apds a inoculagao in vitro, os materiais foram cultivados na sala de crescimento sob condicoes
controladas de temperatura (25 + 2 °C), fotoperiodo (16 horas de luz e 8 horas de escuridao) e
intensidade luminosa (+35 pmol m?2/s), por um periodo de 45 dias.

No final do ciclo de cultivo, foram avaliados os seguintes parametros biométricos quantitativos e
qualitativos: comprimento dos explantes; nimero de rebentos; presenca ou auséncia de raiz e

robustez do explante.

O desenho experimental foi inteiramente aleatorio, com 20 tratamentos e 30 repeticdes por
tratamento, onde cada repeticao foi representada por um explante. Os ensaios foram repetidos
trés vezes, sendo os dados expressos como uma média + desvio padrao (D.P.) mediante analises e
testes estatisticos (Analise de variancia one-way ANOVA, seguido do teste de comparacao

multipla de Turky) realizados a partir do software GraphPad Prism 6.

3.3.2 Método de Micropropagacao Convencional- Segundo ciclo experimental

A partir de plantas in vitro, estabelecidas conforme definido na etapa de ”Ensaio para o
estabelecimento asséptico in vitro” (topico 3.2), foram preparados explantes de 1,5 cm de
comprimento que, posteriormente, foram inoculados em diferentes composicoes de meios de
cultura, na porcao de 15 mL/explante, conforme tratamentos apresentados na Tabela 4,
representados neste caso apenas pelos oito melhores tratamentos, face ao nimero de rebentos

0BITdos no primeiro ciclo experimental.

Tabela 4 - Tratamentos de composicao de meios de cultura utilizados no ensaio de

micropropagacao convencional da Salicornia spp. (Segundo ciclo)

Tratamentos Meio de Cultura Fito hormonas NaCl (pM)
MC T2 MS 8,87 uM BAP 0
MCT3 MS 8,87 uM BAP 15
MC T9 MS 13,37 uM L BAP + 2,28 mg/L ZEA 256 pM

MCT10 MS 13,37 UM L BAP + 2,28 mg/L ZEA 513 uM
MCT14 DMS 8,87 uM BAP 513 pM
MCT15 DMS 8,87 UM BAP + 5,37 uM ANA 0

MC T17 DMS 8,87 UM BAP + 5,37 upM ANA 513 uM
MCT19 DMS 13,37 uM L BAP + 2,28 mg/L ZEA 256 pM
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Da mesma forma, uma vez inoculados in vitro, os explantes foram cultivados na sala de
crescimento sob condicdes controladas de temperatura (25 + 2 °C), fotoperiodo (16 horas de
luz e 8 horas de escuridao) e intensidade luminosa (+ 35umol m?/s), por um periodo de 45 dias.
No final do ciclo de cultivo, foram avaliados os seguintes parametros biométricos quantitativos

e qualitativos: comprimento dos explantes; nimero de rebentos.

A programacao experimental foi inteiramente aleatoria, com 8 tratamentos e 30 repeticdes por
tratamento, onde cada repeticao foi representada por um explante. O ensaio foi repetido por
trés vezes, tendo os dados expressos como uma média + desvio padrao (D.P.) mediante analises
e testes estatisticos (Analise de variancia one-way ANOVA, seguido do teste de comparacao

multipla de Turkey) realizados a partir do software GraphPad Prism 6.

3.3.3 Método de Micropropagacao Convencional com Meta-Topolin -

Terceiro ciclo experimental

A partir de plantas in vitro, estabelecidas conforme definido na etapa asséptica in vitro (seccao
3.2), foram preparados explantes de 1,5 cm de comprimento que, posteriormente, foram
inoculados em diferentes composicoes de meios de cultura, na porcao de 15 mL/explante,
conforme tratamentos apresentados na Tabela 5, representados neste caso apenas pelo meio
de cultura que apresentou os melhores resultados, relativamente ao nimero de rebentos no
segundo ciclo experimental, suplementado com o fito hormona Meta-topolin 6-(3-

hydroxybenzylamino) purina.

Tabela 5 - Tratamentos utilizados no ensaio de micropropagacao convencional da

Salicornia spp. (Terceiro ciclo)

Tratamentos Meio de Cultura Meta-topolin NacCl (uM)
MCM T1 DMS 0 513 pM
MCM T2 DMS 0.031 pM 513 pM
MCM T3 DMS 0.062 pM 513 pM
MCM T4 DMS 0.124 pM 513 pM

Paralelamente ao que foi descrito anteriormente, uma vez inoculados in vitro, os materiais
foram cultivados na sala de crescimento sob condicdes controladas de temperatura (25 + 2 °C),
fotoperiodo (16 horas de luz e 8 horas de escuridao) e intensidade luminosa (+ 35 pmol m?/s),

por um periodo de 45 dias.

No final do ciclo de cultivo, foram avaliados os seguintes parametros biométricos quantitativos

e qualitativos: comprimento e nimero dos explantes.
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0 delineamento experimental foi inteiramente causalizado, com 4 tratamentos e 60 repeticoes por
tratamento, onde cada repeticao foi representada por um explante. O ensaio foi repetido por trés
vezes, tendo os dados expressos como uma média + desvio padrao (D.P.) mediante analises e testes
estatisticos (Analise de variancia one-way ANOVA, seguido do teste de comparacao multipla de

Turky) realizados a partir do software GraphPad Prism 6.

3.3.4 Método de Micropropagacao por Biorreatores de Imersao Temporaria

A partir de plantas in vitro, estabelecidas conforme definido na etapa de estabelecimento
asséptico in vitro (seccao 3.2), foram preparados explantes de 1,5 cm de comprimento que,
posteriormente, foram inoculados dentro de biorreatores modelo Setis®, em diferentes
composicoes de meios de cultura, na porcao de 17 mL/explante, e submetidos a diferentes regimes

de imersao/ventilacao, conforme tratamentos apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Tratamentos de composicao de meios de cultura e regimes de imersao/ventilacao

utilizados no ensaio de micropropagacao de Salicornia spp. em BIT’s.

Tratamento Meios Imersao Ventilacao
MBT1 DMS 5 minutos a cada 3 hora 1 minuto a cada
3 horas
MBT2 DMS 5 minutos a cada 6 hora 1 minuto a

cada 6 horas
MBT3 DMS 5 minutos a cada 12 hor: 1 minuto a

cada 12 horas

Apos serem inoculados nos BIT's, os explantes foram cultivados em sala de crescimento sob
condicbes controladas de temperatura (25 + 2 'C), fotoperiodo (16 horas de luz e 8 horas de

escuridao) e intensidade luminosa (+ 35umol m?/s), por um periodo de 45 dias.

No final do ciclo de cultivo, foram avaliados os seguintes parametros biométricos quantitativos e
qualitativos: comprimento dos explantes; numero de rebentos; presenca/auséncia de raiz;

robustez.

0 delineamento experimental foi inteiramente aleatdrio, com 20 tratamentos e 30 repeticoes por
tratamento, onde cada repeticao foi representada por um explante. O ensaio foi repetido por
trés vezes, sendo os dados expressos como uma média + desvio padrao (D.P.) mediante analises
e testes estatisticos (Andlise de variancia one-way ANOVA, seguido do teste de comparacao

multipla de Turky) realizados a partir do software GraphPad Prism 6.
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3.4 Ensaios de pré aclimatizacao ex vitro

As plantas micropropagadas, mantidas in vitro em meio de cultura DMS sem fito hormonas,
devidamente enraizadas, com tamanho aproximado de 3 cm e apresentando 0,750 g de peso
fresco de parte aérea e 0,190 g de peso fresco de raiz, foram inicialmente lavados em agua
corrente até a eliminacao total dos residuos de meio de cultura, e inoculados em diferentes
substratos, recebendo diferentes solucdes nutritivas em irrigacdo, conforme tratamentos

apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Tratamentos de substratos e solucdes nutritivas em irrigacao utilizados nos ensaios

de pré aclimatizacéo ex vitro da Salicornia spp.

Tratamentos Substrato Solucao de irrigacao
PCT1 JiffyPlug-7® DMS
PCT2 JiffyPlug-7® Y2 DMS
PCT3 JiffyPlug-7°® Agua
PCT4 JiffyPlug-7® Solucao Nutritiva GroHo®
PCT5 Fibra de coco + DMS
Substrato Universal Siro® (1:1)
PCTé6 Fibra de coco + Y2 DMS
Substrato Universal Siro® (1:1)
PCT7 Fibra de coco + Agua
Substrato Universal Siro® (1:1)
PCT8 Fibra de coco + Solucao Nutritiva GroHo®

Substrato Universal Siro® (1:1)

Uma vez inoculados nos substratos, as plantas foram colocadas em camara de crescimento sob
condicdes controladas de temperatura (28 + 2°C), fotoperiodo (16 horas de luz e 8 horas de
escuridao), intensidade luminosa (+ 60 pmol m2/s) e humidade relativa do ar externo (70- 75%),

por um periodo 30 dias.
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Sobre as solucdes nutritivas utilizadas na irrigacdo: (a)JiffyPlug-7® € um produto comercial
utilizado em processos de crescimento e pré-aclimatizacao ex vitro, no presente trabalho foram
utilizados os plugs com 36 mm de diametro. (b) Substrato Universal Siro®é um substrato com
uma composicao rica em hdmus, trufas brancas e com fertilizacdo organo-mineral contendo um
pH entre 0s 5,5 e 0s 6,5. E de salientar que a sua composicao inclui 0,8-150 mg/L de azoto/fésforo
e 300-500 mg/L de potassio. (c) Solucao Nutritiva GroHo® é composta por: sulfato de magnésio -
16% Mg0/32% SOs; Fosfato monoamonio (MAP) - 12% N/61% P,0s; nitrato calcio; 15,5% N/19% Ca;
nitrato de potassio - 13,5% N/45,5% K,0; micronutrientes (sulfato manganés, acido borico, cobre,
molibdato de aménio, sulfato de zinco, ferro 6%). Devido a elevada concentracao desta solucao
a empresa responsavel pela comercializacdo aconselha adicionar os 4 macronutrientes e 1
micronutriente em 5 garrafoes de 5 litros de agua destilada (1 nutriente por cada garrafao), e

realizar a proporcao de 100 ml de solucao para cada 20 litros de agua.

Apds a preparacao das diferentes solucdes de irrigacao, foi adicionado 100 ml de solucdo num
pulverizador manual e foram realizadas duas pulverizacées por dia, direcionada a cada planta,
durante os primeiros oito dias. Apds o oitavo dia as plantas comecaram a ser pulverizadas de dois

em dois dias, até completar os 30 dias previstos para esta etapa.

Ao final do ciclo de cultivo, foram avaliados os seguintes parametros biométricos quantitativos e
qualitativos: comprimento dos explantes; peso fresco da parte aérea; peso fresco da raiz e

robustez.

0 delineamento experimental foi inteiramente aleatorio, com 8 tratamentos e 30 repeticdes por
tratamento, onde cada repeticao foi representada por uma planta micropropagada. Os dados
foram expressos como uma média + desvio padrao (D.P.) mediante analises e testes estatisticos
(Analise de variancia one-way ANOVA, seguido do teste de comparacdao multipla de Turkey)

realizados a partir do software GraphPad Prism 6.
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3.5 Robustez

A robustez, com base em uma escala definida pelo operador e que permite avaliar o sucesso do
ensaio, tendo em conta a qualidade visual associada ao desenvolvimento geral do explante.
Esta triagem permite identificar possiveis erros de preparacao de solucoes nutritivas através
das diferentes coloracdes apresentadas pelos explantes ou identificar a necessidade de
substituir o material vegetal [62]. A classificacao encontra-se definida entre 1 (menor robustez)
e 5 (maior robustez). Neste sentido, um explante com classificacao de 1 apresenta necrose em
praticamente todo o tecido, por sua vez; um explante de classificacao 2 apresenta as partes
superiores com aspeto saudavel; grau 3 apresenta alguma necrose e algum grau de vitrificacao
dos tecidos, querendo isto dizer que no momento em que o operador efetua a separacao dos
tecidos para iniciar a multiplicacao, os mesmos desfazem-se apesar de terem um aspeto
saudavel, a vitrificacdo nos explantes pode ser reversivel e o explante fica apto para uma nova
fase de multiplicacdo; o grau 4 nao apresenta necrose, mas apresenta um elevado grau de
vitrificacao; por Gltimo o grau 5 apresenta explantes totalmente saudaveis, sem necrose e sem
vitrificacao dos tecidos. A Figura 8 representa as diferencas entre um explante de classificacao

2 e classificacao 5 [63].

Figura 8 - Diferenca visual entre o grau de robustez da Salicornia spp. 2 (A) e o grau de robustez
5 (B).
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3.6 Quantificacao do acido trans-ferulico

3.6.1 Instrumentacao

e Sistema de purificacdo de agua Milli-Q Advantage A10®system da Millipore (Algés,
Portugal);

e Balanca analitica Sartorious S.A. (Via Athena, Sacavém, Portugal);

e Vortex Mixer da labnet International - modelo 230V (Via Athena, Sacavém, Portugal);

e Camara Frigorifica de 4 °C Dagard Ibérica (Odivelas, Portugal);

e Micropipetas automaticas de 20uL, 200uL e 1000pL Eppendorf (Madrid, Espanha);

e Centrifuga. Alegra 25R Beckman Coulter (VWR international, Carnaxide, Portugal);

e Agitador de Rolos Mecanico Phoenix Instruments (Via Athena, Sacavém, Portugal);

e Sistema de Evaporacdo Automatico TurVap®LV Biotage (Via Athena, Sacavém,
Portugal);

e Filtro de HPLC.

3.6.2 Recolha e preparacao do material vegetal

Apos o término das fases de estabelecimento e multiplicagao in vitro, foram recolhidas plantas
provenientes dos métodos anteriormente mencionados.
Ap0s a recolha, as amostras foram desidratadas numa estufa (nome da estufa) a 60 °C durante

12h e de seguida foram recolhidas e armazenadas a temperatura ambiente.

3.6.3 Procedimento de extracao

O procedimento de extracao do AF iniciou-se com a adicao da a desidratacao num almofariz da
salicornia. De seguida, esta planta seca foi vigorosamente maciada durante alguns minutos.
Depois foram pesados 0,2 mg da amostra para um falcon de 15 mL e adicionados 2mL de
metanol. Os falcons foram posteriormente colocados num agitador de rolos durante 3 horas.
Terminado este periodo, centrifugou-se durante 5 min a 2000¢g e descartou-se o sobrenadante.
Finalmente ressupendeu-se a amostra em 2 mL de acetonitrilo a 1% e filtrou-se a mistura comum

filtro de celulose com um diametro de particula de 0,25 pm.

3.6.4 Sistema cromatografico e de detecao

Na detecao do AF foi utilizado um sistema de Cromatografia Liquida de Alta Pressao (HPLC)

acoplada a um detetor de diode array (DAD) modelo 1290 da Agilent Tecnologies com uma

32



coluna de fase reversa ZORBAX SB-C18, 4,6x150 mm, 1,8 um, Agilent Tecnologies (Soquimica,
Lisboa, Portugal).

3.6.4.1 Padrdes analiticos e outros reagentes

O padrao analitico do AF puro foi adquirido comercialmente (Sigma Aldrich, Sintra, Portugal). e
o acetonitrilo (ACN), metanol (MeOH), acido formico (todos eles de grau HPLC) foram fornecidos
pela Enzymatic (Santo Antao do Tojal, Portugal).

Na realizacao desta parte experimental foi utilizado 1% de AF diluido em MeOH. A partir desta
solucao foi preparada uma solucao de trabalho a 100 pg/mL em metanol. Ambas as solucdes

foram mantidas a -4 °C e em auséncia de luz até a sua utilizacao.

3.6.4.2 Condi¢cbes cromatograficas

As condicoes cromatograficas utilizadas para o desenvolvimento do presente trabalho
consistiram na utilizacao de uma fase movel de ACN + acido formico 0,1 % (35:65; v/v) pH=5,7.
Foram injetados no equipamento 10uL de amostra, foi usado um fluxo de 1 mL/min em modo
isocratico, a temperatura da coluna foi 25°C e a temperatura do amostrador 4°C. O comprimento

de onda utilizado foi de 305 nm e o ensaio decorreu durante 10 minutos.
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4. Resultados e Discussao

Os tratamentos aplicados nos diferentes ensaios realizados neste trabalho refletiram em
significativa influéncia nos resultados obtidos o que, a partir de agora, sera apresentado e
discutido.

4.1 Estabelecimento assético in vitro

A Figura 9 apresenta a percentagem de explantes vidveis e descartados face a utilizacdao dos
meios de desinfecdo anteriormente mencionados na seccao 3.2 (Estabelecimento asséptico in
vitro). Verificou-se que o método mais eficiente de desinfecao foi o método ET4 (imersao
durante 3 minutos em solucao de HgCl, a 10%) com 86.67% dos explantes viaveis e apenas 19,17%
descartados. Através da Figura 8 é possivel verificar a causa dos explantes descartados, ou seja,
dos 19,17 % descartados, 43,75 % foram eliminados por estarem contaminados por bactérias e
56,25% devido a contaminacao por fungos. A fonte deste tipo de contaminacées dificilmente
sera detetada nesta fase, uma vez, que as plantas matrizes, que fornecem os explantes iniciais,
foram coletadas em habitat natural. No entanto, as contaminacdes podem resultar também de

erros do operador. A figura 10 apresenta a percentagem de contaminacdes existentes.

100 -
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Figura 9 - Percentagem de explantes viaveis e descartados conforme método de desinfecdo utilizado
no material vegetal de Salicornia spp. (ET1= NaClO a 50%, 10 minutos de imersao; ET2= NaClO a 50%,
15 minutos de imersao; ET3= NaClO a 33%, 15 minutos de imersao; ET4= HgCl, a 10%, 3 minutos de

imersao; ET5= HgCl2 a 50%, 2 minutos de imersao)(n= 120).
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Figura 10 - Percentagem de contaminacfes existentes com base nos meio utilizados na
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desinfecao do material vegetal de Salicornia spp. (ET1= NaClO a 50%, 10 minutos de imersao;
ET2= NaClO a 50%, 15 minutos de imersao; ET3= NaClO a 33%, 15 minutos de imersao; ET4=
HgCl, a 10%, 3 minutos de imersao; ET5= HgCl, a 50%, 2 minutos de imersao) (n= 120).

4.2 Multiplicacao in vitro

4.2.1 Método de micropropagacao convencional - primeiro ciclo

experimental

Comprimento dos explantes

As Figuras 11 e 12 contém os resultados relativos ao comprimento dos explantes em meios de
cultura com bases MS e DMS. Conforme demonstrado na Figura 11, verifica-se claramente que
o meio MCT1 (MS sem fito reguladores e sem NaCl) se destaca dos demais meios de base MS e
de base DMS, sendo o tratamento onde se obteve maior desenvolvimento dos explantes. O facto
dos explantes sujeitos ao tratamento MCT1 (Ms) terem um desenvolvimento tao elevado,
comparativamente com os restantes tratamentos, indica que as concentragdes de fito hormonas
utilizadas podem talvez provocar algum tipo de cito toxicidade, desenvolvendo um deficiente
crescimento dos explantes do ensaio. Alias, estudos ja foram realizados neste sentido por
Machado e colaboradores em 2011 [64]. Neste estudo, provou-se que o uso de citocininas é
vantajoso para a estimulacdo da parte aérea, mas quando utilizado em concentracées elevadas
promovem um crescimento deficiente. Jordan e os seus colaboradores em 2016 descreveram
diversas metodologias eficientes de micropropagacao de Lavandula dentata adulta utilizando
concentracdes da fitohormona BAP em concentracdes de 2 pM (durante a parte pratica desta

dissertacao foram utilizadas 8,86 pM). Apesar de serem espécies diferentes, pode verificar-se
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que as concentracles utilizadas no presente trabalho sao muito mais elevadas do que as
concentracoes utilizadas por Jordan (2016), o que pode indicar uma inibicao do crescimento

por excesso de fito hormonas [65].

Comparando a Figura 11 com a 12 pode observar-se que, os explantes em meio MCT1 (base MS)
e em meio MCT11 (base DMS), ambos os meios sem adicao de fito hormonas ou NaCl, tiveram
resultados significativamente distintos. Neste caso, podemos assumir que provavelmente a
citotoxidade deu-se pela inibicao de crescimento por parte da adicao do dobro da concentracao
de macronutrientes nos meios de cultura de base DMS, tanto é que todos os tratamentos
apresentados na Figura 11 nao atingiram diferenciacao significativa face ao comprimento dos
explantes. Em comparacdo com a Figura 10 os tratamentos onde foram adicionadas fito
hormonas promoveram um desempenho ligeiramente inferior no crescimento dos explantes
frente ao tratamento isento (MCT1). Esta tendéncia no comportamento dos explantes ja havia
sido reportada e, neste sentido, ja havia sido mencionada a necessidade de se reduzir a
concentracao de macronutrientes utilizados no ensaio. Sendo que a concentracao de

.....

[59].
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Figura 11 - Comparacao do comprimento dos explantes de Salicornia spp. entre os diferentes
tratamentos utilizados no primeiro ciclo experimental utilizando o meio nutritivo MS. Os dados
representam a média + D.P, n=30. (MCT1= MS; MCT2= MS com 8.87 puM BAP; MCT3= MS, 8.87 uM
BAP, 256 pM de NaCl; MCT4= MS,8.87 uM BAP, 513 pM de NaCl; MCT5= MS, 8.87 pM BAP + 5.37
UM NAA; MCT6= MS, 8.87 uM BAP + 5.37 uM NAA, 256 pM de NaCl; MCT7= MS, 8.87 puM BAP +
5.37 uM NAA, 513 pM de NaCl; MCT8= MS, 13.37 uM L BAP + 2.28mg/L ZEA; MCT9= MS, 13.37 pM
L BAP +2.28mg/L ZEA, 256 pM de NaCl; MCT10= MS,13.37 pM L BAP + 2.28mg/L ZEA, 513 pM de
NaCl).
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Figura 12 - Comparacao do comprimento dos explantes de Salicornia spp. entre os diferentes
tratamentos utilizados no primeiro ciclo experimental utilizando o meio nutritivo DMS. Os dados
representam a média + D.P, n=30. (MCT11= DMS; MCT12= DMS com 8.87 pM BAP; MCT13=DMS,
8.87 uM BAP, 256 pM de NaCl; MCT14= DMS, 8.87 pM BAP, 513 pM de NaCl; MCT15= DMS, 8.87
UM BAP + 5.37 pM NAA; MCT16= DMS, 8.87 puM BAP + 5.37 pM NAA, 256 uM de NaCl; MCT17=
DMS, 8.87 puM BAP + 5.37 pM NAA, 513 pM de NaCl; MCT18= DMS, 13.37 uM L BAP + 2.28mg/L
ZEA; MCT19= DMS, 13.37 pM L BAP + 2.28mg/L ZEA, 256 pM de NaCl; MCT20= DMS,13.37 pM L
BAP + 2.28mg/L ZEA, 513 uM de NaCl).

Numero de rebentos

Nas Figuras 13 e 14 podem ser observados os dados relativos ao nimero de rebentos formados
nos explantes de cada ensaio. E importante realcar os quatro tratamentos que apresentaram
melhores resultados conforme cada base nutricional: MCT2 (MS, 8.87 uM BAP), MCT3 (MS, 8.87
MM BAP, 256 pM de NaCl), MCT9 (MS, 13.37 pM L BAP + 2.28mg/L ZEA, 256 pM de NaCl), MCT10
(MS,13.37 uM L BAP + 2.28mg/L ZEA, 513 uM de NaCl), MCT14 (DMS, 8.87 uM BAP, 513 pM de
NaCl), MCT15 (DMS, 8.87 uM BAP + 5.37 uM NAA) MCT17 (DMS, 8.87 pM BAP + 5.37 pM NAA, 513
UM de NaCl) e MCT19 (DMS, 13.37 uM L BAP + 2.28mg/L ZEA, 256 pyM de NaCl). Em geral foram
nos tratamentos com base DMS onde se observaram maior nimero de rebentos formados, com
destaque para os tratamentos MCT15 (DMS, 8.87 uM BAP + 5.37 uM NAA) que produziu uma
média de 4,26 rebentos e o MCT17 (DMS, 8.87 pM BAP + 5.37 pM NAA, 513 pM de NaCl) com
média de 4,19 rebentos formados. Uma vez que, apesar destas plantas terem sofrido uma

1mposs1b1l1tou a obtencao de um elevado crescimento, ja descrito no cap1tulo anterior, as
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mesmas fitohormonas neste caso foram responsaveis pelo desenvolvimento de um maior niUmero
de novos rebentos, o que possibilitara gerar novas plantas através dos processos de
multiplicacdo in vitro. Também neste caso em especifico de desenvolvimento de novos
rebentos, pode ter existido desenvolvimento deficitario dos rebentos por combinacdes mal
efetuada de auxinas com citocininas. No presente ensaio, as combinacoes de ANA e da
citocinina BAP aumentam a formacao de brotos, mas nao se consegue saber ao certo se o
crescimento esta maximizado pelas concentracoes utilizadas. A diferenca do nimero de novos
rebentos obtidos a partir dos tratamentos com meios de cultura de bases nutritivas MS e DMS
pode ser justificada pelo dobro de macronutrientes disponiveis no meio, no caso do DMS, apesar
de ter provocado uma possivel inibicao no crescimento conforme descrito no tépico anterior, o
mesmo pode ser a justificacdo para o desenvolvimento de um maior nimero de rebentos quando

aleado a fito hormonas [66].
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Figura 13 - Comparacao do nimero de rebentos gerados pelos explantes de Salicornia spp. entre
os diferentes tratamentos do primeiro ciclo experimental que utilizam o meio nutritivo MS. Os
dados representam a média + D.P, n=30. (MCT1= MS; MCT2= MS com 8.87 uM BAP; MCT3= MS,
8.87 UM BAP, 256 puM de NaCl; MCT4= MS,8.87 uM BAP, 513 pM de NaCl; MCT5= MS, 8.87 uM BAP
+ 5.37 pM NAA; MCT6= MS, 8.87 uM BAP + 5.37 uM NAA, 256 uM de NaCl; MCT7= MS, 8.87 pM
BAP + 5.37 pM NAA, 513 pM de NaCl; MCT8= MS, 13.37 pM L BAP + 2.28mg/L ZEA; MCT9= MS,
13.37 uM L BAP + 2.28mg/L ZEA, 256 pM de NaCl; MCT10= MS,13.37 uM L BAP + 2.28mg/L ZEA,
513 uM de NacCl).
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Figura 14 - Comparacao do nimero de rebentos gerados pelos explantes de Salicornia spp. entre
os diferentes tratamentos do primeiro ciclo experimental que utilizam o meio nutritivo DMS. Os
dados representam a média + D.P, n=30. (MCT11= DMS; MCT12= DMS com 8.87 uM BAP; MCT13=
DMS, 8.87 uM BAP, 256 uM de NaCl; MCT14= DMS, 8.87 uM BAP, 513 pM de NaCl; MCT15= DMS,
8.87 UM BAP + 5.37 uM NAA; MCT16= DMS, 8.87 uM BAP + 5.37 uM NAA, 256 puM de NaCl; MCT17=
DMS, 8.87 pM BAP + 5.37 pM NAA, 513 pM de NaCl; MCT18= DMS, 13.37 pM L BAP + 2.28mg/L
ZEA; MCT19= DMS, 13.37 pM L BAP + 2.28mg/L ZEA, 256 pM de NaCl; MCT20= DMS,13.37 uM L
BAP + 2.28mg/L ZEA, 513 pM de NaCl).

Presenca ou auséncia de raiz

Na Figura 15 e 16 pode verificar-se percentagem de explantes com raiz ao longo dos diferentes
tratamentos. Em ambas a figura se verifica que os tratamentos que levaram ao desenvolvimento
de um maior nimero de raizes sao os tratamentos MCT1 (base MS) e MCT11 (base DMS), ambos
os tratamentos sem adicdo de hormonas. Anteriormente na seccdo 4.2.1 (Método de
micropropagacao convencional - primeiro ciclo experimental) foi mencionado que a causa
possivel do ndo desenvolvimento dos explantes face ao comprimento e nimero de rebentos,
pode estar diretamente relacionado com a utilizacao de concentracdes elevadas das fito
hormonas, o mesmo se verifica no desenvolvimento de raiz, o ANA é uma fito hormona
responsavel pelo desenvolvimento de raizes em multiplicacdo in vitro [67]. Além do mais,
utilizando os tratamentos MCT5 (MS, 8.87 uM BAP + 5.37 uM NAA), MCT6 (MS, 8.87 UM BAP +
5.37 UM NAA, 256 pM de NaCl), MCT7 (MS, 8.87 uM BAP + 5.37 uM NAA, 513 pM de NaCl), MCT15
(DMS, 8.87 puM BAP + 5.37 pM NAA), MCT16 (DMS, 8.87 pM BAP + 5.37 pM NAA, 256 pM de NaCl)
e MCT17 (DMS, 8.87 uM BAP + 5.37 pM NAA, 513 pM de NacCl), sendo o ponto em comum entre

os diferentes tratamentos a presenca de ANA, verificou-se um ligeiro desenvolvimento da raiz,
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mesmo sem significancia quando comparado com os tratamentos em que nao foram utilizadas

.....

desenvolvimento dos explantes, ndo s6 pela combinacdo de hormonas, como devido as

concentracoes utilizadas.

N 100+

) Bl % com raiz
[ ]

o 80+ B % semraiz
]

On

c

o _ 60

o =2

| R,

o 40 -

=

(&)

c 20

©

("]

=

< 0-

&> &b & “‘&"é é'\(,){b.@
* SN\ R SR SR R
Figura 15 - Percentagem de auséncia/ presenca de raiz nos explantes de Salicornia spp. do
primeiro ciclo experimental com meio nutritivo MS (n=30). (MCT1= MS; MCT2= MS com 8.87 pM
BAP; MCT3= MS, 8.87 uM BAP, 256 pM de NaCl; MCT4= MS,8.87 pM BAP, 513 pM de NaCl; MCT5=
MS, 8.87 uM BAP + 5.37 pM NAA; MCT6= MS, 8.87 uM BAP + 5.37 pM NAA, 256 pM de NaCl; MCT7=
MS, 8.87 uM BAP + 5.37 pM NAA, 513 pM de NaCl; MCT8= MS, 13.37 uM L BAP + 2.28mg/L ZEA;
MCT9= MS, 13.37 pM L BAP + 2.28mg/L ZEA, 256 pM de NaCl; MCT10= MS,13.37 pM L BAP +
2.28mg/L ZEA, 513 pM de NaCl).
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Figura16 - Percentagem de auséncia/ presenca de raiz nos explantes de Salicornia spp. do
primeiro ciclo experimental com meio nutritivo DMS (n=30). (MCT11= DMS; MCT12= DMS com
8.87 uM BAP; MCT13= DMS, 8.87 puM BAP, 256 uM de NaCl; MCT14= DMS, 8.87 puM BAP, 513 uM de
NaCl; MCT15= DMS, 8.87 uM BAP + 5.37 pM NAA; MCT16= DMS, 8.87 uM BAP + 5.37 pM NAA, 256
HM de NaCl; MCT17= DMS, 8.87 uM BAP + 5.37 uM NAA, 513 pM de NaCl; MCT18= DMS, 13.37 uM
L BAP + 2.28mg/L ZEA; MCT19= DMS, 13.37 pM L BAP + 2.28mg/L ZEA, 256 pM de NaCl; MCT20=
DMS,13.37 uM L BAP + 2.28mg/L ZEA, 513 pM de NaCl).

Na Figura 17 pode verificar-se a comparacao entre os diferentes tratamentos e o resultado da
literatura. A Figura 17 B, demonstra resultados do presente trabalho, obtiveram um grau de
vigor de 5 enquanto os explantes presentes na Figura 17 A encontra-se com um grau de 1 a 2
[2].

Em 2012, Joshia e colaboradores utilizaram um meio nutritivo MS suplementado com BA a 8.9
UM + NAA a 5.37 pM e NaCl 500 mM, obtendo ao final de 45 dias o resultado visual apresentado
na Figura 17 A. Em comparacao os tratamentos mais aproximados utilizados no presente ensaio
foram os tratamentos MCT7 (MS, 8.87 uM BAP + 5.37 uM NAA, 513 pM de NaCl) (Figura 17 B)
com 45 dias.

Apesar das concentracdes de NAA, NaCl serem praticamente idénticas as utilizadas por Joshia
e colaboradores, o presente trabalho utiliza BAP em vez de BA. A literatura refere que estes
compostos sao quimicamente muito semelhantes (nao sendo exatamente iguais) e promovem o
mesmo comportamento nas plantas [68]. Os principais motivos que levam a obtencdo de uma
diferenca tao significativa na qualidade dos explantes deve-se: a época e estado de recolha do
material vegetal e as condicdes de crescimento do material vegetal. Apesar do autor nao fazer
referéncia a geolocalizacdo do local de recolha e a data da mesma, fazer uma recolha do

material vegetal no final do seu ciclo de crescimento afeta o seu desempenho invitro.
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Apesar das amostras utilizadas no presente estudo terem sido adquiridas a partir do habitat
natural, as mesmas foram adquiridas em julho e, a Salicornia tem um tempo de vida util apds
colheita de aproximadamente 21 dias a uma temperatura de 1 a 4 °C, encontrando-se na mesma

no periodo do ciclo de vida com maior desempenho [6].

Figura 17 - Comparacao do grau de robustez de explantes de Salicornia spp. sujeitos a diferentes
tratamentos: (A) imagem retirada do artigo de Joshia e colaboradores, 2012 (utilizando BA a
8.9 UM + NAA a 5.37 pM e NaCl a 500 pM) joshia; (B) resultado do tratamento usado nesta
dissertacdo de mestrado mais idéntico ao utilizado pelo autor anteriormente referido (MCT7 -
BAP a 8.87 pM + NAA 5.37 pM e NaCl a 513 pM [2]

4.2.2 Método de micropropagac¢ao convencional - segundo ciclo

experimental

Comprimento dos explantes

Apds o primeiro ciclo experimental realizou-se um segundo ciclo, afunilando com os quatro
melhores tratamentos de cada base nutricional (MS/ DMS), tendo em conta o nimero de

rebentos formados. Os resultados podem ser observados nas Figuras 18 e 19.

0 segundo ciclo experimental foi realizado com o intuito de verificar o comportamento dos
explantes num novo ciclo de multiplicacao, validando a reprodutibilidade dos explantes de ciclo
para ciclo. A reprodutibilidade dos explantes € importante uma vez que permitem obter varios
ciclos de micropropagacao sem necessidade de realizar novas introducbes in vitro, e
consequentemente gastos acrescidos ao processo [69]. Relativamente ao comprimento dos

explantes (Figura 18 em meios de base MS e Figura 19 em meios de base DMS) o valor mantem-
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se praticamente idéntico aos do primeiro ciclo, o que indica que os explantes se mantém viaveis

para um novo ciclo.
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Figura 18 - Comparacao do comprimento dos explantes de Salicornia spp. entre os diferentes
tratamentos utilizados no segundo ciclo experimental que utilizam o meio nutritivo MS. Os
dados representam a média + D.P, n=30. (MCT2= MS com 8.87 uM BAP; MCT3= MS, 8.87 uM BAP,
256 UM de NaCl; MCT9= MS, 13.37 uM L BAP + 2.28mg/L ZEA, 256 uM de NaCl; MCT10= MS,13.37
MM L BAP + 2.28mg/L ZEA, 513 uM de NacCl).
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Figura 19 - Comparacao do comprimento dos explantes de Salicornia spp. entre os diferentes
tratamentos utilizados no segundo ciclo experimental que utilizam o meio nutritivo DMS. Os
dados representam a média + D.P, n=30.(MCT14= DMS, 8.87 uM BAP, 513 pM de NaCl; MCT15=
DMS, 8.87 uM BAP + 5.37 uM NAA; MCT17= DMS, 8.87 uM BAP + 5.37 pM NAA, 513 puM de NacCl;
MCT19= DMS, 13.37 uM L BAP + 2.28mg/L ZEA, 256 pM de NaCl).
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Numero de rebentos

As Figuras 20 e 21 apresentam o nimero de rebentos do segundo ciclo experimental. Neste ciclo
observou-se um ligeiro aumento nos nimeros, o que os tornam de facto positivos e reforcam os
resultados apresentados no primeiro ciclo experimental.

E importante que entre cada ciclo se verifique um aumento, ou que se mantenha pelo menos o
mesmo numero de novos rebentos, uma vez que cada novo rebento ira gerar um novo explante
no processo de multiplicacao in vitro. Por outro lado, o decréscimo deste fator, associado ao
nao desenvolvimento do comprimento dos explantes, acaba por tornar a adocao da técnica
inviavel, podendo ser um indicativo de que as condicdes adotadas nao sado as ideais ou pior, que
os explantes ja estejam apresentando alguma incapacidade ou disfuncao fisiologica para

responderem aos estimulos fornecidos, como por exemplo o meio de cultura.

Niumeroderebentos
£
1

Figura 20 - Comparacao do numero de rebentos gerados pelos explantes de Salicornia spp. entre
os diferentes tratamentos do segundo ciclo experimental que utilizam o meio nutritivo MS. Os
dados representam a média + D.P, n=30. MCT2= MS com 8.87 pM BAP; MCT3= MS, 8.87 uM BAP,
256 pM de NaCl; MCT9= MS, 13.37 uM L BAP + 2.28mg/L ZEA, 256 uM de NaCl; MCT10= MS,13.37
MM L BAP + 2.28mg/L ZEA, 513 uM de NacCl).
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Figura 21 - Comparacéo do nimero de rebentos gerados pelos explantes de Salicornia spp. entre
os diferentes tratamentos do segundo ciclo experimental que utilizam o meio nutritivo DMS. Os
dados representam a média + D.P, n=30. MCT14= DMS, 8.87 puM BAP, 513 pM de NaCl; MCT15=
DMS, 8.87 pM BAP + 5.37 uM NAA; MCT17= DMS, 8.87 uM BAP + 5.37 pM NAA, 513 pM de NaCl;
MCT19= DMS, 13.37 pM L BAP + 2.28mg/L ZEA, 256 pM de NaCl).

4.2.3 Método de micropropagacao convencional - segundo ciclo

experimental (meta-topolin)

Comprimento dos explantes

A Figura 22 traduz os resultados do segundo ciclo experimental relativamente ao comprimento
dos explantes apos utilizacao do meta-topolin no meio de cultura. Neste ciclo foi utilizado o
meio de cultura DMS, com o intuito de verificar se existem alteracdes no crescimento e no
desenvolvimento de novos rebentos, comparando com o desenvolvimento relativo ao
crescimento e desenvolvimento de novos rebentos do tratamento MCT14 (DMS, 8.87 puM BAP,

513 uM de NaCl) dos ciclos experimentais 1 e 2.

Esta hormona encontra-se caracterizada na literatura como capaz de promover uma melhor
formacao de brotos quando comparada com a fito hormona BAP [70]. E possivel verificar através
dos dados apresentados na Figura 16 que existe uma certa semelhanca entre os resultados
obtidos nos tratamentos MCMT2 (DMS, 0.031 uM meta-topolin ,513 pM de NaCl), MCMT3 (DMS,
0.062 pM meta-topolin, 513 pM de NaCl) e MCMT4 (DMS, 0.124 pM meta-topolin, 513 uM de

NaCl), e uma ligeira discrepancia entre os mesmos com o tratamento MCMT1 (DMS,513 pM de
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NaCl). Quando comparados diretamente com o tratamento MCT14 (DMS, 8.87 uM BAP, 513 pM
de NaCl), os trés tratamentos MCMT2 (DMS, 0.031 pM meta-topolin,513 pM de NaCl), MCMT3
(DMS, 0.062 pM meta-topolin, 513 pM de NaCl) e MCMT4 (DMS, 0.124 uM meta-topolin, 513 pM
de NaCl) apresentam um comportamento muito semelhante. Ao serem comparados os
resultados dos trés tratamentos anteriormente mencionados com os restantes tratamentos,
independentemente da base nutricional, percebemos que apenas o tratamento MCT1 (DMS,
513 pM de NaCl) apresenta um resultado discrepante, o que reforca as afirmacoes relativamente
a possivel inibicao por adicdo de hormonas.

Apesar do tratamento MCMT1 (DMS,513 pM de NaCl) nao conter hormonas, verifica-se que nos
ciclos experimentais anteriores, o tratamento de base nutritiva DMS também nao apresentava

um crescimento significativo, como ja foi explicado na seccao topico 4.2.1.1.

Comprimento dos explantes
(cm)

Figura 22 - Comparacao do comprimento dos explantes de Salicornia spp. entre os diferentes
tratamentos utilizados no treceiro ciclo experimental que utilizam o meio nutritivo DMS. Os
dados representam a média + D.P, n=60. (M\CMT1= DMS,513 pM de NaCl; MCMT2= DMS, 0.031 pM
meta-topolin, 513 pM de NaCl; MCMT3= DMS, 0.062 pM meta-topolin, 513 uM de NaCl; MCMT4=
DMS, 0.124 pM, 513 pM de NaCl).

Numero de rebentos

A Figura 23 demonstra os resulta do nUmero de novos rebentos presentes apos utilizacdo do
meta-topolin. Analisando os tratamentos utilizados nesta seccao experimental verifica-se que
0 MCMT1 (DMS,513 pM de NaCl) e MCMT3 (DMS,0.062 pM meta-topolin, 513 pM de NaCl)
obtiveram um ligeiro destaque, sendo o MCMT3 DMS,0.062 pM meta-topolin, 513 pM de NacCl)

aquele cujos resultados foram mais notorios.
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Comparando o tratamento MCMT3 DMS, 0.062 pyM meta-topolin, 513 pM de NaCl) com o
tratamento MCT14 (DMS, 8.87 uM BAP, 513 pM de NaCl), verifica-se que utilizando no primeiro
o numero de rebentos foi inferior aos verificados no segundo. Nesta seccao experimental,
verifica-se que o meio sem adicao de meta-topolin (MCM T1) gerou praticamente o mesmo
numero de rebentos que o tratamento MCMT3 DMS, 0.062 pM meta-topolin, 513 pM de NaCl o
Esta afirmacao é reforcada pelo facto do tratamento idéntico ao MCMT1 (DMS,513 pM de NaCl),
0 MCT11 (MCT11= DMS), ter promovido a inducao de um nimero praticamente idéntico de novos
rebentos e, pelo facto dos tratamentos MCMT2 (DMS, 0.031 uM meta-topolin,513 uM de NacCl) e
MCMT4 (DMS, 0.124 pM meta-topolin, 513 pM de NaCl) levarem a obtencao de um numero de
novos rebentos inferior ao tratamento MCMT1 (MCMT1= DMS). Sendo assim, comparando estes
resultados com os dos restantes tratamentos e, independentemente da base nutricional,
verifica-se que a utilizacdo do meta-topolin permitiu o desenvolvimento de um nimero inferior
de novos rebentos quando comparado com os meios de base DMS e também igualmente inferior
quando comparado com os meios de base MS, com excecao, dos tratamentos MCT1 (MS) e MCT7
(MS, 8.87 uM BAP + 5.37 uM NAA, 513 pM de NaCl) que obtiveram um desempenhoinferior.
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Figura 23 - Comparacdo do nimero de rebentos gerados pelos explantes de Salicornia spp. entre
os diferentes tratamentos do terceiro ciclo experimental que utilizam o meio nutritivo DMS. Os
dados representam a média + D.P, n=60. (MCMT1= DMS,513 pM de NaCl; MCMT2= DMS, 0.031 pM
meta-topolin ,513 pM de NaCl; MCMT3= DMS, 0.062 uM meta-topolin ,513 pM de NaCl; MCMT4=
DMS, 0.124 uM meta-topolin, 513 uM de NaCl)
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4.3 Método de micropropagacao por Biorreatores de Imersao

Temporaria
4.3.1 Comprimento dos explantes

Tendo em conta os resultados obtidos relativamente ao nUmero de rebentos e quantidade de
NaCl presente nos tratamentos anteriormente mencionados, para o ensaio de BIT s foram
selecionadas as condicdes relativas ao tratamento MCT17 (MS, 8.87 uM BAP + 5.37 pM NAA, 513
UM de NaCl). Apesar de nao existir diferenca estatistica entre os tratamentos MC T15 = DMS,
8.87 UM BAP + 5.37 uM NAA e MCT17 MS, 8.87 uM BAP + 5.37 pM NAA, 513 puM de NaCl, optou-
se por utilizar as condicdes relativas ao tratamento MCT17 (MS, 8.87 pM BAP + 5.37 uM NAA,
513 pM de NaCl, uma vez que contem na sua composicao NaCl (as plantas no habitat natural
desenvolvem-se em locais com grande concentracao de NaCl) na sua formulacao, sendo que
este tratamento também leva & obtencao de explantes de maior qualidade visual que o
tratamento MCT15 DMS, 8.87 uM BAP + 5.37 uM NAA).

Na Figura 24 é possivel observar-se que o tratamento que se destaca relativamente ao
comprimento dos explantes obtidos usando BIT s é o MBT2 (DMS, 5 minutos a cada 6 horas de
aeracao, 1 minuto a cada 6 horas de Imersao). O facto de promover um aumento do
comprimento dos explantes relativamente significante face aos restantes tratamentos,
comprova que os tempos de aeracao e imersao dos explantes, apresentaram-se ideais. Sendo
este um trabalho pioneiro com esta espécie, futuramente pode ser otimizado o protocolo, com
o intuito de perceber quais as condicdes que promovem um ainda melhor desenvolvimento de
biomassa. Assim como ja foi referido anteriormente, o controlo da imersao é um passo
extremamente importante no uso de BIT’s, sendo o que praticamente dita a eficiéncia da
absorcao dos nutrientes por parte dos explantes utilizados, evitando a saturacao de nutrientes

e consecutivamente o stress provocado pela mesma causa [71].
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Figura 24 - Comparacao do comprimento dos explantes de Salicornia spp. entre os diferentes
tratamentos utilizados no ensaio de BIT's, utilizando o meio nutritivo DMS. Os dados
representam a média + D.P, n=30. MBT1= DMS, 5 minutos a cada 3 horas de aeracao, 1 minuto
a cada 3 horas de imersao; MBT2= DMS, 5 minutos a cada 6 horas de aeracao, 1 minuto a cada 6
horas de imersao; MBT3= DMS, 5 minutos a cada 12 anos de aeracao, 1 minuto a cada 12 horas

de imersao

4.3.2 Numero de rebentos

Na Figura 25 podem ser observados os resultados relativos ao nimero de rebentos laterais dos
diferentes ensaios em BIT's. Neste sentido, o tratamento que promoveu um melhor
desempenho face ao niUmero de rebentos foi o BMT2 (DMS, 5 minutos a cada 6 horas de aeracao,
1 minuto a cada 6 horas de imersao), com um ligeiro aumento face ao tratamento BMT3 (DMS,
5 minutos a cada 12 anos de aeracao, 1 minuto a cada 12 horas de imersao) e um aumento
significativo face ao tratamento BMT1 (DMS, 5 minutos a cada 3 horas de aeracao, 1 minuto a
cada 3 horas de imersao), o que reforca os dados descritos na seccao anterior (4.3.1
Comprimento dos explantes).

Ao longo do presente trabalho verificou-se que o tratamento com um meio nutritivo de base
DMS tende a promover um maior desenvolvimento de novos rebentos. Na seccao anterior (4.3.1
Comprimento dos explantes) comprovou-se que todos os tratamentos promoveram
desenvolvimento dos explantes e que existe um tratamento que claramente se destaca dos
demais, o MBT2 (DMS, 5 minutos a cada 6 horas de aeracao, 1 minuto a cada 6 horas de imersao.
O facto do mesmo tratamento apresentar nesta seccao o maior desenvolvimento de novos

rebentos reforca positivamente as condicdes escolhidas para operar o BIT.
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Figura 25 - Comparacao do nimero de rebentos gerados pelos explantes de Salicornia spp. entre
os diferentes tratamentos do terceiro ciclo experimental que utilizam o meio nutritivo DMS. Os
dados representam a média + D.P, n=30. MBT1= DMS, 5 minutos a cada 3 horas de aeracao, 1
minuto a cada 3 horas de imersao; MBT2= DMS, 5 minutos a cada 6 horas de aeracao, 1 minuto
a cada 6 horas de imersao; MBT3= DMS, 5 minutos a cada 12 anos de aeracao, 1 minuto a cada

12 horas de imersao.

4.3.3 Auséncia/Presenca de raiz

A Figura 26 apresenta os resultados do ensaio de BIT’s tendo como foco a avaliacdao do
desenvolvimento da raiz nos diferentes tratamentos. Verificou-se que todos os tratamentos em
biorreatores geraram raiz, contrario ao que foi observado, por exemplo, para o tratamento
MCT17 MS, 8.87 uM BAP + 5.37 uM NAA, 513 pM de NaCl) na multiplicacao in vitro pelo método
convencional, mesmo tendo a mesma base nutritiva do presente ensaio.

A presenca de raiz com a mesma base nutritiva utilizando BIT’s pode ser justificada talvez pela
eficiente areacdo e imersao, ao que promove uma melhor absorcao de nutrientes e
consequentemente um melhor desenvolvimento dos explantes. Os BIT s permitem obter
explantes melhor preparados para uma fase de pré aclimatizacdo ex vitro. Neste ensaio
destaca-se o tratamento MBT2 (DMS, 5 minutos a cada 6 horas de aeracao, 1 minuto a cada),

onde se obteve uma maior percentagem de plantas com raiz.
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Figura 26 - Percentagem de auséncia/ presenca de raiz nos explantes de Salicornia spp. do
ensaio com BIT'S com meio nutritivo DMS (n=30). . MBT1= DMS, 5 minutos a cada 3 horas de
aeracao, 1 minuto a cada 3 horas de imersao; MBT2= DMS, 5 minutos a cada 6 horas de aeracao,
1 minuto a cada 6 horas de imersao; MBT3= DMS, 5 minutos a cada 12 anos de aeracao, 1 minuto

a cada 12 horas de imersao.
4.3.4 Robustez dos explantes em BIT’s

As condicdes aplicadas no desenvolvimento de um ensaio in vitro pelo método convencional
podem apresentar comportamentos diferentes quando aplicadas aos ensaios de multiplicacao
in vitro pelo método de BIT’s. A prova desta afirmacdo sdo os resultados apresentados no
presente estudo. As condicées do tratamento MB T2 (DMS, 5 minutos a cada 6 horas de
aeracao, 1 minuto a cada) permitiram desenvolver explantes de forma mais eficiente e
evitando a hiper-hidricidade dos tecidos, que consiste na deformacao dos explantes in vitro,
muito caracterizada por condicdes anémalas associadas ao crescimento dos explantes, como
por exemplo, deformacdes nas hastes e vitrificacao dos tecidos por excesso de nutrientes ou,
no caso dos BIT's, excesso de tempo de submersdo. Na Figura 27 A pode observar-se um
biorreator com Salicornia spp. com um grau de robustez de 5 (tratamento MB T2 DMS, 5 minutos
a cada 6 horas de aeracdo, 1 minuto a cada). A Figura 27 B apresenta as mesmas plantas

separadas apos serem retiradas do BIT.
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Figura 27 - Demonstracao da robustez dos explantes de Salicornia spp. apos o ciclo de BIT’s. (A)
BIT com explantes de Salicornia spp. antes da separacao dos mesmos. (B) Explantes de Salicornia

spp. apos o ciclo de BIT ja separados.

4.4 Pré aclimatizacao ex vitro

4.4.1 Comprimento dos explantes

A Figura 28 apresenta os resultados relativos a promocao de comprimento das novas plantas
pré-aclimatizadas ex vitro face aos diferentes tratamentos. Estes resultados indicam que todos
os tratamentos foram bem sucessivos, demonstrando que a Salicornia spp. se adaptou
facilmente aos diferentes tipos de substrato e aos diferentes meios nutritivos, e que nao existe
uma diferenca significativa que justifique a opcao por um tratamento em especifico, podendo

a escolha do método ser efetuada tendo em conta, por exemplo, os custos economicos.
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Figura 28 - Comparacao entre os diferentes tratamentos face ao comprimento no ensaio de
pré- aclimatizacao ex vitro de Salicornia spp. PCT1= JiffyPlug-7®, DMS; PCT2= JiffyPlug-7®, 2
DMS; PCT3= JiffyPlug-7®, Agua; PCT4= JiffyPlug-7®, Solucao Nutritiva GroHo® PCT5= Fibra de
coco + Substrato Universal Siro® (1:1), DMS; PCTé6= Fibra de coco + Substrato Universal Siro®
(1:1), ¥2 DMS ; PCT7= Fibra de coco + Substrato Universal Siro®(1:1), Agua; PCT8= Fibra de coco

+ Substrato Universal Siro® (1:1), Solucao Nutritiva GroHo®.

4.4.2 Peso fresco da parte aérea

A Figura 29 apresenta os resultados relativos ao peso fresco da parte aérea das plantas do ensaio
de pré aclimatizacdo ex vitro. Destaque para o tratamento PCT8 (Fibra de coco + Substrato
Universal Siro® (1:1), Solucdo Nutritiva GroHo®.) que promoveu explantes com um peso
relativamente superior aos demais, porém com variacdes minimas de peso entre os diferentes
tratamentos. Com esta afirmacao pretende-se dizer que todos os métodos utilizados levaram ao
desenvolvimento de um peso de raiz fresco muito similar para todos os casos, facilitando o
método de pré aclimatizacao e permitindo que o operador a nivel industrial escolha o0 método
mais economico. Neste sentido, o tratamento mais econémico seria o PCT7, constituido por

Fibra de coco + Substrato Universal Siro® (1:1) e utilizando como Solucéo de irrigacao a agua.
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Figura 29 - Comparacao do peso fresco da parte aérea da Salicornia spp. entre os diferentes
tratamentos do ensaio de pré-aclimatizacao ex vitro. PCT1= JiffyPlug-7®, DMS; PCT2= JiffyPlug-
7®, V2 DMS; PCT3= JiffyPlug-7® , Agua; PCT4= JiffyPlug-7® , Solucdo Nutritiva GroHo®; PCT5=
Fibra de coco + Substrato Universal Siro® (1:1), DMS; PCT6= Fibra de coco + Substrato Universal
Siro® (1:1), % DMS ; PCT7= Fibra de coco + Substrato Universal Siro® (1:1), Agua; PCT8= Fibra

de coco + Substrato Universal Siro® (1:1), Solucdo Nutritiva GroHo®.

4.4.3 Peso fresco da raiz

Na Figura 30 pode observar-se o peso fresco de raiz obtida usando os diferentes tratamentos.
Observando os resultados obtidos pode dizer-se que todos os tratamentos levaram a formacao
de raiz, o que indica que a transicao do in vitro para o ex vitro foi realizada com sucesso,
existindo uma variagdo minima de peso entre os diferentes ensaios. Destaque para os
tratamentos PCT1 (JiffyPlug-7®, DMS), PCT5 (Fibra de coco + Substrato Universal Siro® (1:1),
DMS) e PCT8 (Fibra de coco + Substrato Universal Siro® (1:1), Solucdo Nutritiva GroHo®.) que

induziram um maior peso fresco das raizes.
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Figura 30 - Comparacao do peso fresco da raiz da Salicornia spp. nos diferentes tratamentos do
ensaio de pré-aclimatizacao ex vitro. PCT1= JiffyPlug-7®, DMS; PCT2= JiffyPlug-7®, %2 DMS;
PCT3= JiffyPlug-7®, Agua; PCT4= JiffyPlug-7®, Solucdo Nutritiva GroHo®; PCT5= Fibra de coco

+ Substrato Universal Siro® (1:1), DMS; PCTé6= Fibra de coco + Substrato Universal Siro® (1:1), %2
DMS; PCT7= Fibra de coco + Substrato Universal Siro® (1:1), Agua; PCT8= Fibra de coco +

Substrato Universal Siro® (1:1), Solucao Nutritiva GroHo®:

4.4.4 Robustez

Relativamente ao grau de robustez, as plantas apresentaram um grau 5 para todos os ensaios,
como podemos comprovar na Figura 31. O facto das plantas ex vitro obterem um grau de 5
valida que todo o processo in vitro obteve sucesso na sua execucao, assim como, todo o
processo de transicao para a fase ex vitro foi bem planeado e executado. A Figura 31 A

apresenta a robustez das plantas em todos os tratamentos aos 10 dias de pré-aclimatizacao.
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Figura 31 (A) Demonstracao da robustez dos explantes de Salicornia spp. provenientes do ensaio
de pré- aclimatizacao ex vitro aos 10 dias. (B) Robustez dos explantes sujeitos ao tratamento
PC T8 aos 30 dias B demonstra os resultados obtidos usando o tratamento PCT8 (Fibra de coco

+ Substrato Universal Siro® (1:1), Solucao Nutritiva GroHo®) aos 30 dias.

4.5 Detecao e quantificacao do acido trans-ferulico

4.5.1 ldentificacdo dos analitos

Tendo em consideracao as condicoes cromatograficas anteriormente descritas e com base ao
comprimento de onda e no tempo de retencao, foi possivel identificar corretamente o AF numa
corrida cromatografica de um padrdo puro. A Figura 22 representa o cromatograma tipico do

AF obtido para a concentracao de 0,05 mg / mL.
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Figura 32 - Padrao AF (tempo de retencao caracteristico de 11 minutos).
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4.5.2 Validacao

De forma a demonstrar a utilidade e reprodutibilidade do método desenvolvido, procedeu-se a
sua validacdo de acordo com os critérios de validacdo apresentados pela Food and Drug
Administration (FDA) [72]. Tendo sido efetuado uma avaliacao que englobou os parametros de
seletividade, linearidade e modelo de calibracao, limite de detecdao (LOD), limite de

quantificacao (LLOQ), precisao e exatidao [72, 73].

4.5.3 Seletividade

A seletividade permite identificar e diferenciar analitos de interesse como por exemplo,
metabolitos, produtos de decomposicao ou componentes da matriz dos restantes componentes
da amostra [52]. De forma a identificar corretamente o composto e conforme os critérios de
positividade o sinal do composto deve ser distinguivel do ruido do cromatograma numa relacao
sinal/ruido 3:1. Na Figura 23 e 24 é possivel verificar a identificacdo inequivoca do AF numa

concentracao de 3,12 pg/mL.

mAl

Figura 33 - Cromatograma do AF a uma concentracao de 3,12 pyg/mL.
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4.5.4. Linearidade e curva de calibracao

A concentracao tedrica de cada analito e as areas dos picos cromatograficos obtidos para o AF
necessitam de ser relacionadas. Para tal, foi estudada a linearidade com concentracoes
crescentes do acido alvo. Este estudo pode ser (til para prever a concentracdo do analito numa
amostra de concentracao desconhecida, sendo definida como a funcao que descreve a resposta
do detetor para uma determinada gama de concentracoes [74].

A curva de calibracado apresenta um modelo linear que é descrito através da equacao 1

y=mx + b (1)

Em que:

« y - sinal medido no DAD

» m - declive da curva de calibracao
» X - concentracao de analito

« b - intersecao com o eixo yy

Para que este parametro seja aceite, os valores de BIAS ou erro relativo
médio oBITdos para cada concentracao devem estar incluidos entre + 15% da
concentracao tedrica, exceto para o LLOQ em que a variacdo pode ser até +
20% [73].

Sendo o BIAS, ou erro médio relativo, o parametro que permite avaliar ado erro
sistematico em cada concentracdo, este pode ser calculado pela seguinte

equacao:

Concentracdo calculada — Concentragdo tedrica
BIAS = — x 100
Concentragao teorica
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Para este ensaio foram utilizados seis calibradores do AF com um intervalo de concentracoes
compreendidas entre 3,12 - 100 yg/mL uniformemente distribuidas (3,12; 6,12; 12,5; 25; 50;
100 pg/mL). Paralelamente foram estudados trés quality control samples (QCs), em triplicado
(n = 3), numa gama de baixa, media e alta concentracao (18,75; 37,5; 75 pug/mL).

Como a curva de calibracdo tem por base um intervalo amplo de concentracdes e a variancia
entre os diferentes pontos de calibracdo nao demonstra homogeneidade, recorreu-se a
utilizacao de regressao linear ponderada de forma a ultrapassar a perda de exatidao que se

observava, especialmente, nos pontos de menores concentracoes.

Este modelo permite harmonizar as discrepancias entre as variancias de forma simples e efetiva,
através da utilizacao de fatores de ponderacao empiricos baseados na variavel dependente (y) ou
independente (x): 1/x"2, 1/x, 1/x%, 1/y"2, 1]y, 1/y*[74].

Assim, na tentativa de diminuir a influéncia da variancia em cada ponto da reta de calibracao de
cada analito, foi testado o melhor fator de ponderacao para o método em desenvolvimento com

base no BIAS, tendo-se optado pelo 1/x.
Utilizando a regresséao linear ponderada para 1/x, o método demonstrou uma linearidade entre

as concentracoes de 3,125 e 100 ug/mL com um R? superior a 0,99 e os valores de BIAS para

LLOQ inferiores a +15 %. Na tabela 7 encontram-se os resultados de linearidade.

Tabela 8 - Dados relativos a linearidade do composto AF.

Gama de Linearidade
Analito Ponderacao Linearidade R
(vg mL ) Declive* Intercecao*
AF 1/x 100 - 3,125 22,68+4,10  3,133+4,264  0,998+0,001

*Valores expressos como média+desvio padrao

Relativamente aos limites de detecao (LOD) e quantificacao, a FDA considera como definicao
do limite de detecao a concentracao mais baixa do analito que se consegue detetar pelo método
bio analitico utilizado com um sinal de pelo menos trés vezes superior ao sinal de ruido. A
concentracao minima de analito quantificavel que apresente um coeficiente de variacdo (CV)
inferior a 15 % e BIAS 15 % define-se como limite inferior de quantificacao (LLOQ) [72]. Para

proceder ao estudo deste parametro, forma preparadas 6 amostras fortificadas com o analito
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de estudo e analisadas por HPLC-DAD. Neste estudo os valores de LOD e LLOQ foram 1,56 e
3,12; respetivamente.

4.5.5 Precisao e exatidao

A exatidao € expressa através dos valores do BIAS que permitem uma aproximacdo entre as
medias dos resultados obtidos com os valores da concentracao dos analitos. Estes devem estar
compreendidos entre + 15% do valor nominal, ou + 20% se for o LLOQ.

A precisdo expressa o grau de concordancia entre medicoes individuais de um analito, quando
o procedimento de pipetagem é efetuado através de multiplas aliquotas de um Unico volume.
Este parametro é avaliado através do CV. Os valores de CV devem ser inferiores a 15% para

todas as concentracoes exceto para o LLOQ que deve ser de 20%.

A realizacao da validacao envolveu o estudo da precisao intradia, precisao interdia e ainda a
precisao intermedia. A precisao intradia permite avaliar a repetibilidade dos resultados do
método sob as mesmas condicdes, como por exemplo, dia, equipamentos, laboratério e o
operador [52]. Para a execucao do mesmo, foram efetuadas cinco réplicas de trés calibradores
do intervalo de linearidade (10; 25; 100 pg/mL) que foram analisadas de acordo com o
procedimento descrito anteriormente. Na tabela 9 verifica-se que os valores da exatidao se
encontram todos dentro do intervalo de + 15 %, com excecao da concentracao mais baixa que
teve um valor de BIAS de -19,95 %.

Tabela 9 - Valores de exatidao e precisao relativos a precisao intradia

Analito Concentracao Concentracao CvV% BIAS%
teorica (pg/mL) calculada
(Hg/mL)
10 1,52 £ 0,21 13,15 -19,95
AF 25 21,63 + 1,64 7,54 5,33
100 96,33 + 2,86 2,97 -0,58

A precisao interdia, ou reprodutibilidade, permite envolver a variacao de certas condicoes
previamente definidas, tais como: diferentes dias, analistas e equipamentos [72]. Foram
estudadas todas as concentracdes relativas aos calibradores, Tabela 9. Os valores das BIAS
encontram-se dentro do intervalo de + 15 % para todas as concentracées em estudo. Estando

como tal dentro dos parametros definidos.
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Tabela 10 - Valores de exatidao e precisao relativos a precisao interdia.

Analito Concentracao Concentracao CV% BIAS %
tedrica (pg/mL) calculada (pug/mL)

3,125 3,60 £ 0,12 5,2 15,6
6,25 6,88 + 0,37 5,35 10,16
12,5 11,99 + 0,40 3,36 -3,14
AF
25 24,00 = 0,29 1,21 -4,004
50 48,70 + 0,60 1,22 -2,58
100 100,65 + 0,28 0,28 0,66

A precisao intermédia permite avaliar se o método é afetado pelo analista, material utilizado,
reagentes ou laboratorio [72]. Para tal foram realizadas quinze réplicas de cada QC (18; 37,5;
75) em dias diferentes. Os valores médios das BIAS estao de acordo com o previsto, encontram-
se dentro do intervalo de + 15 % Os valores referentes aos coeficientes de variacao, sao

inferiores a 10 %, estando dentro dos parametros anteriormente mencionados.

Tabela 11 - Valores de exatidao e precisdo intermédia.

Analito Concentracao Concentracao CV% BIAS %
teodrica (ug/mL)  calculada (ug/mL)

18,75 20,208 8,43 5,76
AF 37,5 37,281 9,72 -4,32
75 79,04 5,41 7,13
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4.5.6. Aplicacdao do método em amostras reais

Apés a validacdo e calibracdo do método, procedeu-se a recolha do material vegetal
proveniente da multiplicacdo in vitro e da pré-aclimatizacao, como descrito na seccado 2.6.2.
Seguindo-se da extracdo do composto (AF) através do processo de maceracao descrito na seccio
2.6.3. Tendo sido realizados duplicados no presente ensaio. Na Tabela 11 regista-se a
concentracao das amostras in vitro e pré- aclimatadas de Salicornia spp., tendo-se oBITdo uma
concentracao de AF de 3,39+1,26pug/mL e de 4.17+3.48 pg/mL, respetivamente. A titulo de
exemplo a Figura 24 apresenta o cromatograma relativo a uma amostra de Salicornia in vitro e

a Figura 25 representa o cromatograma da amostra pré-aclimatada.

Tabela 12 - Concentracao do AF nas amostras in vitro e pré- aclimatadas.

Amostra Concentragao (ug/mL)
In vitro 3,39+1,26
4,17+3,48

Pré- Aclimatada
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Figura 34 - Cromatograma do AF presente nas amostras in vitro de Salicornia spp. Utilizando
um sistema de Cromatografia Liquida de Alta Pressao (HPLC) acoplada a um detetor de diode
array (DAD) modelo 1290 da Agilent Tecnologies com uma coluna de fase reversa ZORBAX SB-

C18, 4,6x150 mm, 1,8 um, Agilent Tecnologies (Soquimica, Lisboa, Portugal
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Figura 35 - Cromatograma do AF presente nas amostras pré-aclimatadas de Salicornia spp..
Utilizando um sistema de Cromatografia Liquida de Alta Pressao (HPLC) acoplada a um detetor
de diode array (DAD) modelo 1290 da Agilent Tecnologies com uma coluna de fase reversa
ZORBAX SB-C18, 4,6x150 mm, 1,8 um, Agilent Tecnologies (Soquimica, Lisboa, Portugal)

Zhu [17], analisou os diferentes compostos presentes na Salicornia herbacea recolhida do seu
habitat natural. Os autores oBITveram uma concentracao de AF de 3,14 pyg/mL [18]. Por sua
vez, Bertin [75], obteve uma concentracao de AF de 4,59 pg/mL proveniente das amostras de
Salicornia ambigua recolhidas em habitat natural. Neste trabalho pratico as amostras de
Salicornia, apresentaram uma concentracao de 3,39+1,26 pg/mL e de 4,17+3,48 pg/mL de AF
(amostras in vitro pré- aclimatadas respetivamente). Na tabela 12 é possivel comparar as
concentracoes obtidas pelos autores com as concentracoes da presente dissertacao. Verifica-
se que nao existe grande perda da producdo in vitro de AF através de técnicas de
micropropagacao. A diferenca entre os valores das amostras do presente trabalho e dos autores

pode ser justificada pelo local e fase do ciclo de crescimento que as plantas foram coletadas.
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Tabelela 13 - Concentracao do AF proveniente de diferentes amostras (quantificacao através
de HPLC)

Composto Método de Propagacao Concentracao
Habitat Natural 3,14 e 4,59 pyg/mL [18, 75]
AF
Multiplicacao in vitro 3,39+1,26 pg/mL
Multiplicacao in vitro com 4,17+3,48 pg/mL

pré - aclimatizacao

69



70



Capitulo 5

71



72



5. Conclusdes e Perspetivas Futuras

A Salicornia é uma planta halofita com inimeras propriedades benéficas para a saude e
alimentacao, existindo por isso enorme interesse econémico e cientifico na multiplicacdo e
preservacao da Salicornia spp.. Neste sentido diferentes técnicas de cultivo in vitro de Salicornia
spp. tém vindo a ser estudadas originando novas metodologias de producdo e multiplicacao in

vitro.

O objetivo geral da presente dissertacao de mestrado consistiu em estabelecer um protocolo
completo de micropropagacao in vitro da Salicornia spp., identificando e quantificando o AF
presente nas plantas micropropagadas e pré-aclimatadas. Para tal, foram realizados ensaios de
desinfecao e estabelecimento utilizando quatro tratamentos diferentes. Destes ensaios conclui-
se que o método mais eficiente de desinfecao foi o método ET4 (HgCl, a 10% durante 3 minutos)
com 86,67% dos explantes viaveis e apenas 19.17% descartados. Dos explantes descartados, ou
seja, dos 19,17 % descartados 43,75 % foram eliminados por estarem contaminados por bactérias
e 56,25% devido a contaminacdo por fungos. Apds a desinfecdao e estabelecimento in vitro
iniciaram-se os ensaios de multiplicacao in vitro. No presente ensaio foram realizados ciclos
através do método de micropropagacdo convencional, micropropagacao convencional - Meta-
topolin e micropropagacao por BIT. Para tal, foram utilizados 20 tratamentos e analisados

diferentes parametros.

Método de micropropagacdo convencional

Para a realizacdo do método de micropropagacdo convencional foram analisados quatro
parametros: Comprimento dos explantes - Concluindo-se que o tratamento MCT1 (MCT1= MS)
se destacou notoriamente dos restantes tratamentos; Numero de rebentos - Meios DMS
(MCT14= DMS, 8.87 uM BAP, 513 pM de NaCl a MCT19= DMS, 13.37 pM L BAP + 2.28mg/L ZEA,
256 pM de NaCl) obtiveram um numero de rebentos superiores aos restantes tratamentos.
Presenca ou auséncia de raiz - Os tratamentos MCT1 (MS) e MCT11 (DMS) obtiveram um maior
desenvolvimento do nUimero de raizes. Robustez - Classificacdo de grau 5 para todos os

tratamentos.

Micropropagacado convencional - Meta-topolin

O ensaio de micropropagacdo convencional com Meta- topolin teve dois parametros em
analise: Comprimento dos explantes - Comprimento idéntico entre os tratamentos MCMT2
(DMS, 0.031 pM meta-topolin ,513 pM de NaCl), MCMT 3 (DMS, 0.062 pM meta-topolin ,513 M
de NaCl) e MCMT4 (DMS, 0.124 pM meta-topolin, 513 pM de NaCl). Ndmero de rebentos

- O Tratamento MCMT3 destaca-se dos demais tratamentos.
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Método de micropropagacao por BIT

Tendo em conta que até a data da elaboracao do presente documento nao se encontrou nenhum
registo de ensaios de micropropagacao por BIT com Salicornia spp., foram elaborados usando
trés tratamentos baseados no tratamento que obteve maior desempenho (face ao niUmero de
rebentos e quantidade de NaCl) nos tratamentos do ciclo de micropropagacao pelo método
convencional. Registando quatro parametros: Comprimento dos explantes; Numero de
rebentos; Presenca ou auséncia de raiz; Robustez. O tratamento MBT2 (DMS, 5 minutos a cada
6 horas de aeracao, 1 minuto a cada 6 horas de imersao) promoveu o melhor resultado em todos

0s parametros.

Apds os ciclos de micropropagacao iniciaram-se os ensaios de pré-aclimatizacao, para tal, foram
realizados oito tratamentos com quatro parametros de analise: Comprimento dos explantes;
Peso fresco da parte aérea; Peso fresco da raiz; robustez. Os resultados do presente ciclo foram
todos bem-sucedidos, nao existido diferencas significativas entre os diferentes tratamentos.
Validando o trabalho realizado nos ciclos anteriores e demonstrando a facilidade de adaptacao

por parte da Salicornia spp. na transicao in vitro/ex vitro.

Com o intuito de se verificar a quantidade de AF existente nas plantas micropropagadas e pré
aclimatadas iniciou-se um processo de extracao sucedendo-se da identificacao e quantificacao
do AF. Foi utilizado um sistema HPLC acoplado a um detetor DAD. Obtendo uma concentracao

de 3,39+1,26 pg/mL nas amostras in vitro e de 4,17+3,48 pg/mL nas amostras pré-aclimatadas.

Em suma, o tratamento com melhor desempenho para a desinfecao da Salicornia spp. foi o
tratamento ET4 (HgCl, a 10% durante 3 minutos). Nos ciclos de micropropagacao in vitro pelo
método convencional cada parametro obteve um tratamento que promoveu um melhor
desempenho em cada parametro especifico. Do ponto de vista da producao, destaque para o
tratamento que apresentou melhores resultados no parametro do nimero de rebentos, tendo
sido o tratamento MCT17 (DMS, 8.87 uM BAP + 5.37 pM NAA, 513 pM de NaCl). Na multiplicacao
in vitro de plantas pelo método de BIT 's o tratamento que apresentou melhores resultados foi
o tratamento MBT2 (DMS, 5 minutos a cada 6 horas de aeracao, 1 minuto a cada 6 horas de
imersao) tendo sido o melhor tratamento em todos os parametros analisados. Na pré-
aclimatizacao ex vitro verificou-se que todos os tratamentos foram funcionais, gerando
resultados praticamente idénticos. Concluindo assim, que a escolha do tratamento fica ao
critério do operador, podendo optar pelo custo econémico. As concentracdes obtidas de AF no
presente trabalho comprovam que existe a possibilidade de as plantas de Salicornia spp. nao

perderem compostos bioativos apos a multiplicacao in vitro.

Como trabalhos futuros podem ser realizadas otimizacdes nos tempos de ventilacao e imersao
com o intuito de aumentar a producdo de biomassa em BIT s. Podem também ser realizados
ensaios com cruzamento de variaveis de crescimento para verificar se existe maior producdo

de compostos bioativos presentes na Salicornia spp..
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