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RESUMO

Arbutus unedo é uma espécie de porte arbustivo ou arbdreo e pode ser encontrado
um pouco por toda a Bacia Mediterranica, norte de Africa e costa Atlantica da Peninsula
Ibérica e da Irlanda. Em Portugal, ocorre com maior predominancia nas regides
montanhosas do sul (Serra do Monchique, Arrabida e Caldeirdo). No norte e centro do
pais (Oleiros, Pampilhosa, Sertd) as popula¢des de medronheiro encontram-se fortemente
fragmentadas devido a intensos programas de reflorestacdo com eucalipto. A sua forte
capacidade de regeneracdo ap0Os ocorréncia de incéndios florestais torna-o numa

importante ferramenta para a reflorestacéo de zonas afectadas pelo fogo.

Ainda que possua o0 estatuto de “Neglected and Underutilized Specie”
(www.underutilized-species.org), o0 medronheiro é uma das espécies com maior
importancia econémica do género Arbutus. Tal impacto deve-se quase exclusivamente a
comercializacdo da aguardente produzida a partir da fermentacdo e posterior destilagéo
do medronho. Ainda que sejam bem conhecidos os beneficios que podem resultar do
consumo do fruto fresco, a aposta na sua comercializacdo tem sido negligenciada. As
principais razGes que podem explicar esta realidade prendem-se com a inexisténcia de
uma rede de distribuicdo eficaz, uma reduzida capacidade de producdo que ndo se
coaduna com os requisitos das grandes superficies e ao facto de este continuar a ser um

fruto relativamente desconhecido pelo publico em geral.

No presente trabalho testou-se, pela primeira vez, o efeito das proteinas
arabinogalactanas (AGP) na proliferacdo de meristemas e ainda da ureia e tioureia e das
citocininas 2iP ((6-(y,y-Dimethylallylamino)purine)) e zeatina. No caso das AGPs
verificou-se que as concentracdes de 4 mg/L e 8 mg/L, em ambos 0s clones testados,
estimularam significativamente o desenvolvimento e multiplicagdo dos novos rebentos.
De forma a testar o efeito que a assimilacdo da AGP podera exercer na formacdo da
estrutura radicular recorreu-se aos sistemas de enraizamento in vitro e ex vitro dos
rebentos obtidos. A andlise da estrutura radicular dos rebentos previamente expostos ao
AGP permitiu concluir que ndo existem diferengas significativas. A tioureia mostrou ser
uma fonte de azoto mais eficaz que a ureia, notando-se um maior efeito no crescimento
para concentra¢fes de 10 mg/L, ainda que sem diferencas significativas. Também foi
testado o efeito das citocininas zeatina e 2iP, tendo-se verificado que a primeira é capaz
de induzir um maior crescimento e multiplicacdo dos rebentos. Foram as concentragdes

de 1 mg/L, 2 mg/L e 4 mg/L, em ambas as hormonas, que levaram ao aumento
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significativo no nimero de rebentos e peso do material obtido no fim da cultura. Nos
ensaios de embriogénese somatica avaliou-se o efeito de diferentes fontes de carbono no
meio de inducdo. O incremento dos niveis de sacarose (6% e 9%) foi acompanhado pelo
aumento do nimero de embrides formados. A exposicao a 9% induziu a formacao de um
numero significativamente superior de embrides somaticos ao verificado no controlo (3%

sacarose)

A descoberta de compostos que possam estimular a resposta dos explantes ¢
essencial para aumentar a eficacia dos diferentes processos de propagacéo in vitro. Os
resultados aqui apresentados poderdo contribuir para a optimizagdo dos protocolos de
micropropagacado do medronheiro. No entanto, para que 0os compostos analisados possam
contribuir eficazmente na propagacdo em larga escala, deverdo ser realizados estudos
mais detalhados de forma a perceber melhor 0 modo como actuam nestes processos de

morfogénese in vitro

Palavras-chave: AGP, citocininas, compostos de azoto, embriogénese somatica,

enraizamento, proliferagdo de meristemas

viii



ABSTRACT

Arbutus unedo is a tree or shrub-like species that can be found throughout the
Mediterranean basin, North Africa, the Atlantic coast of the Iberian Peninsula, and
Ireland. In Portugal it occurs mainly in the southern mountain regions of Monchique,
Arrébida and Caldeirdo Mountains. In the north and center (Oleiros, Pampilhosa, Sertd)
regions strawberry tree populations are strongly fragmented due to intense reforestation
programs with eucalypt. Its strong ability to resprout after the occurrence of forest fires
makes it an important species for reforestation progrmas in areas strongly affected by

forest fires.

Although A. unedo possess the ‘“Neglected or Underutilized Specie” status
(www.underutilized-species.org), it constitutes one of the most economically important
species on the Arbutus genus. Such economic impact is almost exclusively due to the
commercialization of the traditional fruit brandy, known as “Aguardente de Medronho”,
produced by the fermentation and subsequent distillation of the fruits. Although the
benefits associated to the consumption of the fruits are well known and studied,
commercialization as a fresh fruit has been neglected by most producers. Such reality
may be related to the lack of an effective distribution system, a lower production volume
than required by the large supermarkets and also because the fruit is still quit unknown

among urban populations.

In the work here presented, it was tested, for the first time, the effect of AGP on
meristem proliferation, as well as that of urea and thiourea and the cytokines 2iP ((6-(y,y-
Dimethylallylamino)purine)) and zeatin. In both clones tested, the treatment with 4 mg/L
or 8 mg/L of AGP significantly stimulate the development and multiplication of new
shoots. In order to test the effect that the AGP may have on root formation, shoots
produced in vitro were submitted to two rooting protocols: ex vitro and in vitro. No
significant differences were found among the root structure formed by the shoots pre-
exposed to different AGP concentrations, what may indicate that such compound doesn’t
affect the root formation. Thiourea proved to be a more efficient nitrogen source when
compared with urea, and its major impact on the shoot growth and proliferation was
detected at concentrations of 10 mg/L. The effect of the cytokinins zeatin and 2iP was
also addressed and it was found that the first one was more efficient promoting shoot
growth and proliferation. Statistically significant differences on the effect of both
cytokinins were detected at 1 mg/L, 2 mg/L and 4 mg/L through the formation of a higher
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number of shoots per explante, as well as more developed shoots. In the somatic
embryogenesis assay the effect of different carbon sources added to the induction medium
was assessed. Higher sucrose levels (6% and 9% sucrose) stimulate the production of a
higher number of somatic embryos. The exposure to 9% sucrose induced the formation
of a significantly higher number of embryos, when compared with the control group (3%

sucrose)

The effectiveness of new compounds that stimulate the in vitro physiological
responses is essential to increase the efficiency of in vitro propagation. The results here
described may contribute to the optimization of A. unedo micropropagation protocols.
However, further studies are required to understand how these metabolites affect the

morphogenic processes occurring in vitro

Key-words: AGP, cytokinins, rooting, shoot proliferation, somatic

embryogenesis, nitrogen compounds.
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1.1. CONTEXTUALIZACAO DO TRABALHO

O aproveitamento econdmico que resulta da exploracdo do sector florestal, no
territdrio nacional, esta fortemente associado a um numero relativamente reduzido de
espécies, que chegam a ocupar mais de 80% da superficie florestal. Nestas estdo incluidos
0 pinheiro-bravo (29%), o sobreiro (21%), o eucalipto (20%) e algumas folhosas nobres
(5%) (Plano Estratégico Nacional, 2009). Esta situacdo acaba por tornar todo o sector
florestal nacional bastante vulnerdvel a ocorréncia de determinados fenémenos naturais
menos favoraveis. E o caso do pinheiro-bravo e o respectivo nematode que tem dizimado
milhares de espécimes por todo o pais, 0 mesmo se pode dizer de outras espécies como 0
eucalipto ou o castanheiro que também tém sido muito afectados por determinadas pragas
elou doencas. E por isso essencial diversificar a economia florestal fomentando a
plantacdo de novas espécies mediterranicas naturalmente adaptadas as condicGes do
territorio nacional, cuja exploracio possa assegurar um retorno financeiro favoravel. E
neste ambito que espécies como o0 medronheiro tém atraido a atengdo de produtores, tanto
pelo fruto como pelo valor ornamental da planta. No entanto, ainda n&o se observa uma
adesdo significativa dos produtores. Tal pode dever-se ao facto da actividade com maior
potencialidade financeira se prender, quase exclusivamente, com a producdo da
conhecida aguardente, a partir dos seus frutos. No entanto, a obtencdo de licenciamento
e 0 custo do equipamento necessario constituem um dos principais entraves. Por outro
lado, a aposta na comercializacdo do fruto fresco continua a ser posta de parte pela
maioria dos produtores, principalmente devido a inexisténcia de uma rede de distribuicao
eficaz, reduzido volume de producéo e escassa divulgacao do medronho. Outro factor que
terd aumentado a distancia entre os produtores e esta espécie podera estar relacionado
com o reduzido investimento em programas de melhoramento, e por isso, 0 material de
propagacdo disponivel apresentar qualidades agrondmicas heterogéneas. A seleccdo e
multiplicacdo de plantas seleccionadas é, por isso, essencial para o melhoramento do
medronho, tornando acessivel, aos produtores interessados, uma maior quantidade de
material de qualidade garantida levando a consequente valorizacdo econdémica. Desde ha
cerca de 8 anos que o Laboratorio de Biotecnologia da Universidade de Coimbra, em
colabora¢do com outras instituicbes, como a Escola Superior Agraria de Coimbra e 0
Instituto Politécnico de Castelo Branco e com o financiamento da FCT, PRODER e Mais
Centro, tem estado associado a varios projectos cujo principal objectivo incide na

valorizacdo do medronheiro e promocdo do conhecimento da espécie e das suas
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potencialidades. Neste contexto, estas entidades tém vindo a desenvolver intensos
programas de melhoramento através da seleccéo, caracterizagdo e cruzamento de arvores
adultas com gendtipos de interesse, bem como o desenvolvimento de protocolos de

micropropagacao cada vez mais eficientes.

O presente trabalho acaba por se inserir neste ambito, de promover o Arbutus
unedo no sector agro-florestal, contribuindo para optimizacdo das metodologias de

cultura in vitro, tentando procurar novos compostos que as possam tornar mais eficazes.
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1.2.  ARBUTUS UNEDO L.

1.2.1. Taxonomia

Arbutus unedo L., vulgarmente conhecido como medronheiro, é uma das varias
espécies (14-20) do género Arbutus (Gomes et al., 2009; Torres et al., 2002). Este género
pertence a sub-familia Arbutoideae que inclui varios taxa esclerofilos, caracteristica
recorrente em plantas de regides de clima mediterranico e que lhes permite tolerar melhor
ambientes secos (Gratini & Ghia, 2002; Hileman et al., 2001; Torres et al., 2002). A
distribuicdo geografica deste género € dividida entre o continente Europeu e a costa
ocidental do continente Norte-Americano, com especial incidéncia em regides de clima
mediterranico (Hileman et al., 2001). A. Unedo L., A. Andrachne L. e A. x andrachnoides
Link ocorrem na bacia europeia mediterranica e em zonas do Norte de Africa e Médio
Oriente, A. canariensis Veill. é nativa das ilhas Canarias e as restantes espécies
encontram-se distribuidas pelo hemisfério ocidental (Gomes, 2013; Hileman et al., 2001).
A coexisténcia de algumas destas espécies em determinadas zonas levou ao aparecimento
de hibridos como €é o caso de A. x andrachnoides (A. unedo x A. andrachne) e, ainda que
obtido artificialmente, A. x androsterilis Salas, Acebes & Arco (A. unedo x A.
canariensis) (Martins, 2012; Torres et al., 2002). Estes hibridos constituem uma
importante fonte de variabilidade genética e daqui podem surgir novas caracteristicas

interessantes que permitam a valorizacdo deste género.

1.2.2. Descricdo botanica

A. unedo é uma espécie de porte arbustivo ou arbéreo podendo atingir os trés
metros de altura (Celikel et al., 2008). As suas flores sdo hermafroditas e encontram-se
organizadas em paniculas pendentes, com corola urceolada e cor esbranquicada ou rosada
(Fig. 1A), cuja polinizacdo é maioritariamente realizada por insectos do género Bombus
(Martins, 2012). A maturacao das flores tem inicio nos meses de Outono. Os seus frutos,
podendo conter 10 a 50 sementes, sdo bagas e a sua cor muda ao longo da maturacéo dos
mesmos, passando de verde a vermelho intenso (Fig. 1C-1E). Em virtude do
desenvolvimento dos frutos demorarem cerca de 12 meses, o medronheiro pode
apresentar, simultaneamente, flores e frutos (Fig. 1A). Os frutos sdo colhidos de Outubro
a Dezembro e cada arvore tem o potencial de produzir cerca de 7-10 kg de medronhos

(Pereira, 2014). As folhas, com disposicdo alternada, recorte serrado e forma oval, tém
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uma tonalidade verde-clara quando jovens que vai progressivamente escurecendo a
medida que as folhas atingem a maturacéo.

Figura 1. Aspectos da estrutura das flores e frutos do medronheiro. A) Flores organizadas em
paniculas pendentes, acompanhadas pelos frutos (www.natuaragon.com). B) Botdes florais. C-E)
Diferentes fases da maturagdo do medronho (Oliveira et al., 2011).

1.2.3. Distribuicdo geografica

As diferentes espécies deste género apresentam uma distribuigdo geografica em
diferentes regides com clima mediterranico, nomeadamente na costa ocidental da
América do Norte e Central e na Bacia Mediterranica (Celikel et al., 2008; Hileman et
al., 2001; Lopes et al., 2012; Torres et al., 2002). A sua distribuigdo pelos continentes
atras referidos pode ser explicada pelo facto de, durante o periodo do Eoceno, ambos 0s
continentes terem estado em contacto (ca 40 MA) (Hilmen et al., 2001; Tiffney, 1985;
Torres et al., 2002). Das cerca de 14 a 20 espécies que compdem o0 género Arbutus, a
maioria encontra-se no territorio Americano, sendo que apenas dois hibridos e quatro
espécies sdo nativas da regido Mediterranica, onde se incluem A. unedo e A. andrachne a

leste do mar Mediterranico, A. canariensis nas llhas Canarias, A. pavarii Pampan. na
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costa da Libia e os hibridos A. x andrachnoides e A. x androsterilis (Gomes, 2011; Torres
et al., 2002).

O medronheiro encontra-se largamente distribuido pela Bacia Mediterranica,
desde a Peninsula Ibérica até & Turquia e ainda a norte do continente Africano (Fig. 2A).
Ainda que seja rara a formacao de populacGes dominantes, esta espécie chega a atingir
uma densidade de cerca de 30% em varios bosques de folha persistente da Bacia
Mediterranica, geralmente em associacdo com arvores da familia Fagaceae (Castaldi et
al., 2009; Gomes & Canhoto, 2009; Pedro, 2004). As formacdes de medronhal sdo
espontaneas em quase todo o territério nacional, ocupando cerca de 0,5% da &rea florestal
do pais, 0 que se traduz em cerca de 15.500 ha (Fig. 2B) (Godinho-Ferreira et al., 2005).
A sua presenca € mais abundante na regido do Algarve, nomeadamente nas zonas
montanhosas das serras do Caldeirdo e Monchique (Canhoto et al., 2009; Lopes et al.,
2002; Martins, 2012; Sd et al., 2001). No Norte e Centro (Oleiros, Pampilhosa e Sertd) as
populacbes de A. unedo encontram-se profundamente fragmentadas, o que pode ser
consequéncia das temperaturas mais baixas que se fazem sentir nessas zonas e dos
intensos programas de reflorestacdo com eucalipto (Eucalyptus globulus Labill.), que
vem ocupando areas cada vez maiores (Gomes et al., 2013). Outros factores, como o
aumento da pressao antropogénica nas areas naturais, a frequéncia anormal de incéndios
florestais e a desflorestacao, tém também contribuindo para a diminuicdo da area ocupada

pelo medronheiro em Portugal (Lopes et al., 2012).

o PR S £ B

Figura 2. Distribuigdo do medronheiro, destacada a escuro, ao longo da Bacia Mediterrénica e
costa Atlantica (Bolos O & Vigo, 1998) (A) e Peninsula Ibérica (Torres et al., 2002) (B).
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O medronheiro pode colonizar zonas com altitudes entre 700 a 1000 m e ocupa,
preferencialmente, solos alcalinos ou relativamente acidos (pH 5-7.2). E mais abundante
em solos siliciosos ou carbonatados, mas também pode ser encontrado em substrato de
calcario (Celikel et al., 2008; Ertekin & Kridar, 2010; Gomes, 2011; Mereti et al., 2002;
Prada & Arizp, 2008).

1.2.4. Importancia econémica, etnobotanica e ecoldgica

O medronheiro encontra-se incluido na lista das “Neglected or Underutilized
Species” (NUC) pela Global Facilitation Unit for Underutilized Species
(www.underutilized-species.org). Tal designacdo evidencia o enorme potencial desta
espécie para a promocdo da "seguranca alimentar, satde nutricional/medicinal, gerar
incremento de rendimentos e prestacdo de servigos ambientais” (www.underutilized-
species.org) (Underutilized-species, 2008). Algumas destas espécies NUC estdo
perfeitamente adaptadas as condi¢c6es das regides onde se encontram, a solos marginais e
a determinadas condi¢des de stresse (Gruére et al., 2006). Estas caracteristicas fazem
destas espécies ferramentas importantes para a diversificacdo da oferta de produtos de
qualidade, num sistema agricola cada vez mais baseado num reduzido ndmero de
cultivares. Ainda que o medronheiro seja explorado do ponto de vista econémico através
da comercializacdo da aguardente de medronho, produzida a partir do processamento dos
seus frutos, este ndo ocupa um papel significante na economia nacional, sendo o seu maior

impacto ao nivel da agricultura local (Lopes et al., 2012).

Os frutos, folhas e raizes de A. unedo tém sido usados na medicina tradicional de
varios paises Mediterranicos (Djabou et al., 2013; Mendes et al., 2011; Ruiz-Rodriguez
et al., 2011) para o tratamento de patologias inflamatdrias, dermatolégicas, uroldgicas,
cardiovasculares e em casos de hipertensdo, diabetes, entre outras (Haouari et al., 2007;
Malheiro et al., 2012; Oliveira et al., 2011). Varios estudos tém vindo a salientar os
inimeros efeitos benéficos que resultam do consumo dos seus frutos, nomeadamente as
propriedades antisepticas, diuréticas, laxativas e anti-microbianas (Barros et al., 2010;
Malheiro et al., 2012; Mendes et al., 2011; Oliveira et al., 2011; Ruiz-Rodriguez et al.,
2011).

A analise dos compostos fitoquimicos e nutricionais que podem ser encontrados

no medronheiro e que podem explicar os eventuais efeitos benéficos do seu consumo tém
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sido alvo de estudo. Nos frutos podem encontrar-se elevadas quantidades de acucares (42
% a 52 % do peso seco) e minerais como célcio e potéssio (Oliveira et al., 2011). A
composicdo dos frutos também inclui importantes compostos anti-oxidantes como as
vitaminas C e E, carotendides e compostos fendlicos como os flavondides e taninos
(Gonzalez et al., 2011; Mendes et al., 2011; Oliveira et al., 2011). No entanto, os efeitos
benéficos do medronheiro ndo se limitam apenas ao consumo do medronho. Muitos dos
compostos que podem ser encontrados nos frutos existem também nas folhas e estas
podem mesmo apresentar uma maior accao anti-oxidante, dado os niveis mais elevados
de compostos fendlicos ai presentes (Haouari et al., 2007; Mendes et al., 2011; Oliveira
et al., 2009). A preparacdo de extractos aquosos a partir das folhas de A. unedo também
possui accdo antibacteriana, sendo particularmente eficaz contra bactérias Gram*, o que
pode estar relacionado com o conteddo em compostos fendlicos presentes no referido
extracto (Dib et al., 2013; Malheiro et al., 2012).

Ainda que possa ser consumido fresco, grande parte dos medronhos colhidos sdo
usados para confeccdo de varios produtos tradicionais a partir do seu processamento (Fig.
3). Como exemplos, podem referir-se a marmelada, geleia, doces, ou iogurtes (Alarcdo-
e-Silva et al., 2000; Malheiro et al., 2012). No entanto, a principal aplica¢do do fruto é
para a producdo de uma bebida alcodlica obtida a partir da fermentacdo e posterior
destilacdo do medronho. Esta também é produzida em paises como Espanha, Grécia e
Italia (Espirito Santo et al., 2012). Existem registos da producdo desta bebida em
Portugal, vulgarmente conhecida como aguardente de medronho, desde a segunda metade
do século XIX. No livro “Memodrias da Vila Oleiros e do seu Concelho” de 1881, é
sublinhado o impacto que a comercializacdo desta bebida teve na economia do concelho
de Oleiros, entre 1856 e 1857 (www.silvapa.com). Desde entdo, a aguardente de
medronho adquiriu uma posi¢do de relevo na tradigdo sdcio-cultural do pais, com especial
relevancia para a zona centro e regido do Algarve (Gomes et al., 2010) onde sdo
produzidos, anualmente, cerca de 10.000 litros (Cavaco et al., 2007). Actualmente este
produto ainda é explorado a uma escala bastante reduzida e, muitas vezes, de forma
artesanal pelas comunidades agricolas, sendo a sua comercializacdo uma importante fonte
de rendimento para os seus produtores (Canhoto et al., 2009; Cavaco et al., 2007; Gomes
etal., 2010; Sdetal., 2011). O processo de fermentacdo € muitas vezes feito em condi¢oes
ndo controladas, resultando num produto final de qualidade muito variavel (Santo et al.,

2012). E por isso importante a realizacio de estudos detalhados sobre os processos de
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fermentacao, bem como formas de producdo mais eficazes que permitam a obtencao de

um produto de qualidade assegurada (Gonzalez et al., 2011).

O medronheiro é também uma espécie interessante duma perspectiva ecologica.
As suas flores constituem uma importante fonte de pdlen e néctar para algumas espécies
de abelhas que se mantém activas durante os meses de inverno. Por florescer numa altura
do ano em que a maioria das outras plantas se encontram num periodo de dorméncia,
espeécies de abelhas como Bombus terrestris encontram nas flores do medronheiro uma

fonte essencial de alimento para sustentar as suas colonias (Rasmont et al., 2005).

Como a maioria das espeécies tipicamente mediterranicas, o0 medronheiro também
apresenta determinadas caracteristicas que Ihe permite tolerar a ocorréncia de incéndios
(Gomes & Canhoto et al., 2009; Lopes et al., 2012). Tais atributos sdo de especial
importancia tendo em conta que, nestas zonas, os incéndios ocorrem a uma frequéncia
relativamente elevada e desempenham um papel determinante para a manutencdo do
equilibrio dos ecossistemas (Konstantinidis et al., 2006; Savé et al., 1993). No caso de A.

unedo, a sobrevivéncia apos tais perturbacdes esta relacionada com a sua capacidade de

Figura 3. Exemplos de produtos que podem ser obtidos através do
processamento do medronho, nomeadamente, aguardente, licor de medronho
e compotas (www.silvapa.com)
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Figura 4. Regeneragéo de A. unedo ap6s a ocorréncia de um incéndio

(www.jgpausas.blogs.uv.es).
reiniciar 0 crescimento vegetativo a partir de gemas pré-existentes (Fig. 4)
(Konstantinidis et al., 2006; Savé et al., 1993). O medronheiro constitui, desta forma,
uma importante ferramenta para programas de reflorestacdo em paises do sul da Europa,
como Portugal, Espanha ou Grécia onde se verifica uma elevada prevaléncia de incéndios
florestais nos meses gquentes e secos do verdo (Gomes et al., 2010). Por constituir uma
espécie caracteristica de zonas Mediterranicas, contribui também para manutencdo da
biodiversidade ao fornecer alimento e abrigo a varias espécies (Gomes & Canhoto, 2009;
Martins, 2012), promovendo ainda a estabilizacdo dos solos e prevenindo a sua erosao
(Lopes et al., 2012; Martins, 2012).

Em termos culturais, o medronho tem sido representado nas varias formas de arte.
Hieronymus Bosch ¢ o autor de um quadro intitulado “ O Jardim das Delicias Terrenas”,
datado no inicio do seculo XVI, que acabou por ficar conhecido como “A pintura do
medronho”. A semelhanga das cores das suas folhas, frutos e flores com a bandeira da
Itdlia ndo passou indiferente a escritores como o Giovanni Pascali que dedicou um poema
a esta espécie, referindo-se a ela como “ O verde albero itdlico (...) ” (O verde arvore
italiana). Também no simbolo da cidade de Madrid esta desenhado um medronheiro e um
urso a tentar alcancar os seus frutos, que acabou representado numa escultura presente

num dos mais conhecidos e movimentados locais da mesma cidade espanhola.

Como o potencial econdmico do medronheiro ainda ndo é amplamente
reconhecido, a sua area de ocupacao tem vindo a ser gradualmente substituida por outras
espeécies que assegurem um maior retorno financeiro (Lopes et al., 2012; Malheiro et al.,

2012). E por isso de extrema importancia investir na valorizaco desta espécie,
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assegurando também a manutencdo da sua biodiversidade e conservacdo. Ainda que
grande parte dos frutos sejam colhidos de plantas que crescem espontaneamente (Martins,
2012), esta situacdo pode ser melhorada através de programas de seleccdo e cruzamento
de plantas com caracteristicas de interesse, de forma a tornar disponivel cultivares com
melhor qualidade. Um maior conhecimento dos compostos bioactivos presentes no
medronheiro, bem como os beneficios que resultam do seu consumo, poderdo também
ajudar a fomentar o interesse por esta espécie. Tendo em conta que muitas das doencas
tipicas de uma sociedade industrializada estdo fortemente associadas a ac¢do de radicais
livres (Malheiro et al., 2012), alimentos com forte accao anti-oxidante, como € o caso do
medronho, ganham especial interesse para promog¢do do bem-estar da populacdo geral.
Desta forma, o medronheiro mostra também um enorme potencial que podera captar a
atencdo da industria alimentar e farmacéutica, como uma fonte de novos sabores e cores

aliados a capacidade de promover a salde e bem-estar de quem o0s consume.

1.3. PROPAGACAO DE PLANTAS

Sé&o Vvérias as técnicas de propagacao desenvolvidas que permitem a multiplicacédo
de espécies vegetais e que podem ser aplicadas, tanto para fins comerciais como em
programas de melhoramento e conservacdo. Devido a sua natureza, estas podem ser
divididas em dois grupos principais, 0s métodos de propagacdo sexuada e propagacao
vegetativa, e devem ser escolhidas de acordo com o objectivo do produtor. Tendo em
conta a necessidade da valorizacdo econdémica e dos tragcos agronémicos do medronheiro,
as técnicas que permitam a fixacdo de determinados genétipos tém interesse para o

desenvolvimento de programas de melhoramento.

A propagacdo seminal do medronheiro é dificultada devido a presenca de um
conjunto de substancia inibidoras que induzem taxas de germinacdo muito reduzidas, ndo
chegando a atingir os cerca de 4 % (Ertekin & Kirdar, 2010; Hammami et al., 2005). No
entanto, tratamentos com acido giberélico ou estratificacdo tém-se mostrado eficazes na
estimulacdo da germinagdo (El-Mahrouk et al., 2010; Gomes & Canhoto, 2009;
Hammami et al., 2005). A estacaria, processo de multiplicacdo vegetativa relativamente
simples e econdmico, é também muito usado na propagacéo de espécies lenhosas. Quando

aplicada ao medronheiro apresenta algumas limitacdes como, por exemplo, taxas de

12



INTRODUCAO

enraizamento das estacas inferiores a 50%, ou ainda menores com o uso de material cada
vez mais maduro (EI-Mahrouk et al., 2010; Gomes & Canhoto, 2009).

Desenvolvida na segunda metade do seculo XX, a multiplicacdo de plantas in
vitro, mais conhecida como micropropagacdo, surge como uma alternativa mais eficaz
para a propagacdo assexuada, quando comparada com outras praticas mais rudimentares
ou convencionais. Estas técnicas de cultura in vitro vieram a melhorar a capacidade de
producdo de novas plantas, tanto pela qualidade como quantidade do material obtido. A
micropropagacdo tem sido adoptada como a principal estratégia de propagacdo de
espécies, cujas caracteristicas que se pretendem selecionar, justifiquem tal investimento
(Gomes et al., 2013; Thorpe, 2007). Através desta técnica, novos clones podem ser
obtidos como resultado da cultura de tecidos (designados por explantes) num meio cuja
constituicdo contenha todos os elementos necessarios de forma a induzir, para alem do
crescimento e desenvolvimento da planta, a reposta fisiologica pretendida (Trigiano &
Gray, 2011). O meio de cultura devera entdo ser capaz de garantir um suplemento de
vitaminas, minerais essenciais, acucares e também condicdes ideais de pH, esterilidade,
entre outros (Canhoto, 2010). No entanto, sdo as hormonas, ou os reguladores de
crescimento, adicionadas ao meio que tém um papel determinante na manipulacéo da via
de desenvolvimento dos tecidos mantidos in vitro, sendo as mais importantes as auxinas,
citocininas e giberelinas (Cardoza, 2008). O sucesso da micropropagacdo implica um
vasto conhecimento do organismo em causa para 0 desenvolvimento de protocolos de
regeneracdo eficientes, uma vez que as varias espécies vegetais apresentam diferentes
exigéncias nutritivas e diversas respostas quando expostas a hormonas semelhantes.

A obtencdo de uma grande quantidade de material a curto prazo e partindo de um
explante de tamanho relativamente reduzido, producdo uniforme ao longo do ano,
controlo das condi¢cdes dptimas de crescimento das plantas, producdo de metabolitos
secundarios, multiplicacdo de plantas livres de virus através da cultura de meristemas,
propagacdo clonal de variedades elite e conservacao de espécies ameacadas Sao apenas
algumas das vantagens das técnicas de cultura de tecidos in vitro (Canhoto, 2010;
Cardoza, 2008; Gomes, 2011; Pereira, 2014). Existem também outros aspectos associados
a esta tecnologia que devem ser considerados, como a necessidade da instalacdo de um
conjunto de infraestruturas e equipamentos, bem como méo-de-obra qualificada, o que
acaba por aumentar consideravelmente o custo de producdo. A vitrificagdo do material

regenerado, ocorréncia de variacdo somaclonal e complicacdes associadas a fase de
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enraizamento sdo outros aspectos que podem limitar o sucesso da micropropagacédo
(Canhoto, 2010; Gomes, 2011; Thorpe, 2007). S&o j& vérias as espécies da familia
Ericaceae para as quais foram desenvolvidos protocolos de micropropagacéo, podendo
indicar-se como exemplos o Arbutus unedo (Gomes & Canhoto, 2009; Mackay, 1996;
Mereti et al., 2002), Elliottia racemosa Muhl. (Radcliffe et al., 2011), Kalmia latifolia L.
(Lloyd & McCown, 1980), Oxydendrum arboreum L. (Banko & Stefani, 1989) e varias
do género Rhododendron (Anderson, 1984) e Vaccinium (Gajdosova et al., 2007; Isutsa
et al., 1994; Ostrolucka et al., 2007).

Os principais métodos de micropropagacdo usados envolvem trés tipos de
resposta, conhecidas como embriogénese somatica, organogénese e proliferacdo dos
meristemas pré-existentes no explante, sendo esta a mais aplicada para a

micropropagacao de ericaceas (Gomes, 2010; Martins, 2012; Thorpe, 2007).

1.3.1. Proliferacdo de meristemas

A proliferagdo de rebentos in vitro tanto pode resultar da cultura de meristemas
apicais, que continuam com o seu normal desenvolvimento originando novos rebentos
com varios fitomeros, ou através dos meristemas axilares que normalmente se encontram
num estado de dorméncia imposto pela dominancia apical (Canhoto, 2010; Gomes, 2011;
Ngezahayo & Liu, 2014). Ainda que a propagacdo de plantas seja tradicionalmente
efectuada em meios sélidos, através de agentes gelificantes como agar ou agarose, este
método pode também fazer uso de meios liquidos. Tal traduz-se na reducdo dos custos
associados e também na necessidade da realizagdo de subculturas, o que diminui a perda
de material com a ocorréncia de contaminagdes (Garcia-Gonzalez et al., 2010). Esta
situacdo, aliada a sua simplicidade e rapida taxa de multiplicacdo, permitiu que fosse
largamente usada para a propagacdo de ericaceas (Gomes & Canhoto, 2009; Martins,
2012; Ngezahayo & Liu, 2014). Uma outra caracteristica que deve ser referida é o facto
de a esta técnica estar associada uma maior estabilidade genética do processo de
regeneracdo, uma vez que 0S novos rebentos serdo formados através do normal
desenvolvimento de meristemas pré-existentes no explante e, por isso, menos susceptiveis

a alteracGes ao nivel genético e epigenético (Leva et al., 2012; Ngezahayo & Liu, 2014).

14



INTRODUCAO

1.3.2. Organogénese

No processo conhecido por organogénese ocorre a formacdo de novos meristemas
caulinares adventicios a partir de determinado tecido ou 6rgdo mantido em cultura
(Canhoto, 2010). Este processo pode receber duas denominagfes diferentes tendo em
conta a resposta fisiologica obtida, sendo elas a organogenese directa e indirecta (Martins,
2012). No primeiro caso, 0os meristemas adventicios séo obtidos directamente a partir do
explante original, sendo depois enraizados para originar novas plantas funcionais. No
segundo caso, 0s meristemas diferenciam-se primeiro a partir de uma massa de células
indiferenciadas, conhecida como calo (Canhoto, 2010), o que pode induzir uma maior

instabilidade genética e levar a ocorréncia de variacdo somaclonal (Leva et al., 2012).

1.3.3. Enraizamento

Os processos de enraizamento de estacas sdo ja conhecidos desde ha muitos anos
e tém sido usados para a propagacdo vegetativa de plantas com determinadas
caracteristicas de interesse. Para além da sua importancia nos sistemas de propagacdo
mais convencionais, também para a propagacdo in vitro existe uma elevada preocupacao
em melhorar os processos de enraizamento das novas plantulas propagadas. Tal ditard a
capacidade do sistema radicular, recentemente formado, suportar as plantulas enquanto
estas crescem e produzem novas folhas (McClelland et al., 1990). No entanto, foi a
descoberta do efeito promotor das auxinas no enraizamento, nos anos 30, que tornou todo
0 processo mais eficaz e, desde entdo, estas hormonas tém sido amplamente usadas (Klerl
et al., 2002).

O processo de enraizamento pode ser divido em duas fases principais: as fases de
iniciacdo radicular e de expressao e alongamento do primdrdio radicular (Canhoto, 2010).
Regra geral, o procedimento aplicado para a diferenciacédo da raiz envolve a transferéncia
de rebentos propagados, em meio liquido ou sélido, para um meio de enraizamento que
contenha uma auxina, cuja concentracdo varia de espécie para espécie (McClelland et al.,
1990).

Em algumas espécies, como nas herbaceas, o referido processo pode ser
facilmente obtido ao transferir os rebentos regenerados in vitro para um meio sem
reguladores de crescimento (Canhoto, 2010; Trigiano & Gray, 2011). No entanto, para
muitas das espécies com relevancia econémica, como em varias espécies lenhosas, o

enraizamento pode ser mais problematico, o que acaba por prejudicar a comercializagéo
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das mesmas, com impactos econdmicos consideraveis. A recalcitrancia destas para o
enraizamento pode estar relacionada com a acumulagédo de citocininas nos tecidos da
planta, como resultado da sua exposicao prévia a outros meios de cultura, uma vez que
foi comprovada o seu efeito inibitorio (Trigiano & Gray, 2011). Para estas espécies, um
dos procedimentos a adoptar podera passar pela reducdo dos macronutrientes e da
sacarose para metade (Canhoto, 2010), o que podera induzir um stresse nutritivo e assim
estimular o desenvolvimento radicular. Um outro factor essencial para a iniciacdo de
raizes adventicias dos rebentos regenerados sera a inclusdo de auxinas no meio de
inducdo, como anteriormente referido. Dentro desta classe de hormonas vegetais as mais
vulgarmente usadas s&o o IAA (acido indol-3-acético), NAA (&cido 1-naftaleno acético)
e IBA (&cido 3-indol butirico), sendo a Gltima a que se tem mostrado mais eficaz quando
aplicada ao medronheiro (Pereira, 2014). Evidentemente nem todas as auxinas
enumeradas apresentam a mesma eficacia, sendo por isso essencial atender as
necessidades fisioldgicas da espécie com que se esta a trabalhar, bem como a capacidade
desta mesma tolerar a auxina a que ficard exposta (McClelland et al., 1990). Para além
da hormona escolhida, a sua concentracdo e tempo de exposicao desempenham também
um papel determinante na resposta das plantas e o intervalo ideal destas variaveis altera
de espécie para espécie (Trigiano & Gray, 2011). Quando os rebentos regenerados in vitro
ficam expostos a concentracOes de auxinas, ou a tempos de exposic¢do, acima do que seria
considerado ideal, os tecidos podem exibir um comportamento indesejado, como a
formacédo de calos (Canhoto, 2010). Nestas situac6es, as raizes formam-se apenas numa
fase posterior e, geralmente, verifica-se uma conexao vascular deficiente entre araiz e o
caule, o que acaba por restringir a absorcdo de agua e solutos necessarios para o
crescimento dos rebentos (McClelland et al., 1990). Assim, sempre que possivel, a
origem das raizes deve ser avaliada através de estudos anatomicos (Canhoto, 2010).
Ap0s o0 enraizamento, segue-se a fase de aclimatizacdo. Esta constitui um passo
critico na conversdo das plantas obtidas in vitro em “plantas funcionais”, uma vez que as
mesmas ficam expostas a condi¢Ges de stresse que poderdo induzir taxas de mortalidade
consideraveis (McClelland et al., 1990). Tais condicdes estdo relacionadas com os niveis
reduzidos de humidade, maior intensidade de luz e ao ambiente a que ficam expostas
(Canhoto, 2010). Outro aspecto que pode afectar a sobrevivéncia das plantulas durante a
aclimatizacdo esta relacionado com a necessidade de passarem rapidamente de um estado
heterotréfico a autotrofico (Pereira, 2014). A exposi¢do do material a sacarose, ou outra

fonte de carbono, e as condicOes limitadas de luz e trocas gasosas quando mantidos in
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vitro, podem induzir uma reduzida capacidade fotossintética (Trigiano & Gray, 2011) e,
por conseguinte, a capacidade de tolerar as novas condicfes a que os rebentos caulinares
ficam expostos.

Para além dos sistemas de enraizamento in vitro referidos atras, 0 mesmo processo
também pode ser conseguido por enraizamento ex vitro. Nestes casos, 0s rebentos séo
mergulhados numa solucéo muito concentrada com auxinas durante um curto periodo de
tempo e a inducdo da formacédo da raiz da-se directamente no substrato de aclimatagdo
(Canhoto, 2010). Este processo possui a vantagem de reduzir consideravelmente o tempo
de enraizamento e custos associados, uma vez que nao ha a necessidade da preparacédo de
diferentes meios de cultura para a indugdo e alongamento da raiz. No medronheiro €
também possivel o enraizamento ex vitro ao mergulhar a extremidade basal dos rebentos
numa solucédo de IBA (9,8 uM) durante 10 segundos, como indicado por Figueiredo et al.

(2013) e o desenvolvimento da raiz da-se, ulteriormente, num substrato com perlite.

1.3.4. Embriogénese somatica

Em condicgdes naturais, para a ocorréncia da embriogénese nas plantas, é essencial
a fertilizacdo da oosfera, contida no saco embrionario, pelas células espermaticas dos
grdos de polen que chegam ao 6vulo através da emissdo do tubo polinico. Ainda que a
ocorréncia da fertilizacdo seja um pré-requisito para formacéo do zigoto, o embrido pode
formar-se a partir das células do nucelo ou tegumento e, por isso, recebem o nome de
embribes adventicios, como acontece nos géneros Citrus e Mangifera (Dantu & Tomar,
2013).

O reino vegetal possui a caracteristica impar de, cada uma das células que
compdem o individuo, poder exprimir totipoténcia quando as condicGes a que estdo
expostas sdo apropriadas (Fehér et al., 2003). Esta caracteristica possibilita a manipulacdo
do que seria a via normal de desenvolvimento e crescimento de qualquer célula somética.
A partir do momento que as células exprimem totipoténcia, ocorre a desdiferenciacdo dos
tecidos, levando a formacdo de uma massa de células indiferenciadas, conhecida como
calo (Elhiti & Wang, 2013). Desta forma, o explante adquire competéncia embriogénica,
0 que envolve profundas alteracGes nos padrdes de expressdo genética e nos processos
fisioldgicos e metabdlicos (Fehér et al., 2003; Zavattieri et al., 2010), podendo entdo
formar novos embrides de origem somatica com 0 mesmo genétipo da planta-mée. A

descricdo feita anteriormente, em que ha a formagéao do calo, diz respeito a via indirecta
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da embriogénese somatica, sendo a mais frequentemente usada (Martins, 2012). Por esta
induzir profundas alteracfes nos padrbes de expressdo genética, a ocorréncia da variagdo
somaclonal pode constituir um problema, especialmente quando o objectivo é a
propagacao de determinados gendtipos (Leva et al., 2012). Como alternativa existe a via
directa na qual os embrides sdo formados directamente a partir do explante (Canhoto,
2010).

De todos os factores que poderdo influenciar o decorrer da embriogénese
somatica, a composic¢ao do meio onde os explantes sdo colocados para a fase de indugéo
parece ser a mais determinante, nomeadamente a constituicdo hormonal e outros factores
que possam induzir condigdes de stresse (Canhoto, 2010; Pereira, 2014; Yang & Zhang,
2010). As auxinas, isoladas ou em combinagdo com citocininas, sdo das hormonas mais
usadas (Martins, 2012). De todas as auxinas testadas o 2,4-D (acido 2,4
diclorofenoxiacético), uma auxina sintética também usada como herbicida, apresenta
maior eficiéncia para a fase de inducéo (Dantu & Tomar, 2013; Fehér et al., 2003). No
entanto, outras auxinas como a dicamba, picloram, IAA e NAA sdo também usadas, ainda
que menos frequentemente (Dantu & Tomar, 2013). Outra varidvel que deve ser
considerada diz respeito ao tipo de explante usado e a sua fase de desenvolvimento, que
pode ser crucial na determinacgdo da sua capacidade embriogénica (Gaj, 2004). Ainda que
a embriogénese somatica possa ser iniciada com diferentes tipos de tecidos, um maior
potencial embriogénico estad geralmente associado a tecidos cada vez mais jovens, por
isso usam-se com maior frequéncia embrides zigoticos imaturos, meristemas, hipocétilos
ou folhas jovens como explante (Dantu & Tomar, 2013; Gaj, 2004; Martins, 2012). Os
diferentes gendtipos das plantas usadas é outro factor que deve ser considerado e que
pode traduzir-se, por exemplo, em diferencas no teor de hormonas enddgenas e por isso
influenciar o sucesso da embriogénese somatica (Dantu & Tomar, 2013).

Desde que foi conseguida pela primeira vez por Steward et al. (1958) e Reinert
(1958) na cenoura (Daucus carota L.) novos protocolos de embriogénese somatica tém
sido estabelecidos e optimizados para um numero crescente de espécies (Chapman et al.,
1999; Dantu & Tomar, 2013). Esta técnica, para além de contribuir eficazmente para
propagacdo de genotipos elite, pode também ajudar a compreender melhor os
mecanismos associados a embriogenese zigodtica, dada a semelhanca morfologica e
fisiologica dos processos de desenvolvimento do embrido zigético e somatico (Dantu &
Tomar, 2013) No entanto, uma comparacdo entre os dois tipos de embriogénese s6 podera

ser estabelecida gquanto aos processos que ocorrem apoés a fase globular (Dodeman et al.,
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1997), uma vez que as fases seguintes sdo idénticas e 0 embrido somatico passa também
pelo estado globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar (Martins, 2012). Apesar das
semelhangas verificadas entre os dois tipos de embriogénese aqui discutidos, existem
algumas diferencas Obvias que devem ser referidas. A mais evidente diz respeito ao facto
da iniciacdo da morfogénese zigotica estar dependente da fertilizacdo da oosfera,
enquanto que na embriogénese somética a inducdo é conseguida com a aquisicdo da
capacidade embriogénica pelo explante (Fehér et al., 2003). Além disso, a normal
morfogénese do embrido zigotico € acompanhada pelo desenvolvimento do endosperma,
enguanto que na embriogénese somatica o referido tecido esta ausente e sera 0 meio de
cultura a satisfazer as necessidades nutritivas do embrido em desenvolvimento (Dodeman
etal., 1997).

1.3.5. Meio de cultura

A presenca de reguladores de crescimento no meio de cultura sempre foi
considerado essencial para que, a partir de determinado sistema de regeneragdo, se
obtenha a resposta pretendida (Gaj, 2004). No entanto, estes reguladores de crescimento
ndo actuam sozinhos e a sua interacdo com outros compostos presentes no meio de cultura
pode ser determinante para a eficacia do sistema de propagacdo (Gaspar et al., 1996).
Desde o desenvolvimento das varias técnicas de cultura de tecidos in vitro tem surgido
um interesse crescente em descobrir novos compostos, naturais ou sintéticos, que possam
regular o crescimento e desenvolvimento dos tecidos cultivados, tornando o processo

mais eficaz.

1.3.5.1. Proteinas Arabinogalactanas

Proteinas arabinogalactanas, vulgarmente conhecidas como AGPs, € 0 nome
atribuido a uma classe de glicoproteinas que podem ser encontradas, com elevada
abundancia e distribuicdo, tanto em plantas terrestres como marinhas, como é exemplo
nos géneros Chara, Codium e Micrasterias (Kreuger & van Holst, 1996; Popper, 2011).
Estas macromoléculas ocorrem nas folhas, caules, raizes, 6rgdos florais, sementes,
associadas a membrana plasmatica, parede celular, matriz extracelular e também em
determinadas secre¢des como na superficie do estigma e exsudados de feridas (Seifert &
Roberts, 2007; Tan et al., 2012). Grande parte das AGPs até agora caracterizadas contém

menos de 10% de natureza proteica e mais de 90% de carbohidratos, apresentando um

19



INTRODUCAO

peso molecular entre 60-300 kDa (Kreuger & von Holst, 1996; Mallon et al., 2013;
Majewska-Sawka & Nothnagel, 2000; Seifert & Roberts, 2007; Tan et al., 2012). Os
elementos proteicos destas proteinas sdo ricos em residuos de hidroxiprolina, alanina,
glicina e serina, mas a sua composicdo em aminoacidos pode variar bastante entre as
AGPs de diferentes espécies, ou dos tecidos onde se encontram (Majewska-Sawka &
Nothnagel, 2000). Verifica-se também que 30-40 % dos agucares presentes sdo arabinose
ou galactose (Kreuger & van Holst, 1996).

Uma caracteristica-chave das AGPs, que se mostrou extremamente Util para uma
melhor compreensdo da sua actividade biolégica e modo de accdo, é a sua elevada
especificidade com uma classe de corantes sintéticos conhecido como reagente de Yariv
(B-D-Galactosil) (Kreuger & van Holst, 1996; Tan et al., 2012). Ainda que 0 mecanismo
de interacdo entre 0 AGP e o reagente de Yariv ndo seja bem compreendido, este tem sido
amplamente usado como método eficaz, tanto para a localizacao e purificacdo das AGPs
como para testar hip6teses quanto a sua funcdo bioldgica, inibindo a sua ac¢do por
precipitacdo com o referido reagente (Hu et al., 2006; Popper, 2011).

Desde os anos 80 que este tipo de proteinas tem atraido a atencdo de varios
investigadores dada a sua aparente influéncia nos varios processos de desenvolvimento
das plantas. Ainda que actualmente ndo seja possivel identificar os tipos de AGPs
presentes em determinadas plantas, partindo de informacdo genética, existem varias
técnicas, como a imunocitoquimica, que permitem detectar, quantificar e localizar estes
compostos (Popper, 2011). No entanto, o que se sabe da sua funcdo bioldgica é ainda
meramente especulativo (Majewska-Sawka & Nothnagel, 2000; Popper, 2011). Uma das
razbes que vem dificultando a melhor compreensdo da sua actividade esta relacionada
com a grande heterogeneidade das AGPs presente nos tecidos vegetais, 0 que sugere que
as varias formas podem exercer efeitos diferentes (Ellis et al., 2010). Apesar destas
limitacGes, as AGPs tém sido associadas a varios processos envolvidos no crescimento e
desenvolvimento das plantas, como na expanséo e proliferagdo celular, crescimento da
raiz, diferenciacdo do xilema, resposta a stresse abidticos, expanséo e orientacdo do tubo
polinico e ainda no desenvolvimento dos gréos de pélen (Chug & Khurana, 2002; Ellis et
al., 2010; Tan et al., 2012). A sua influéncia na embriogénese somatica foi sugerida pela
primeira vez através de estudos de imunocitoquimica em culturas de cenoura e milho
(Majewska-Sawka & Nothnagel, 2000). Nestas duas espécies foram identificados
epitopos de determinadas classes de AGPs abundantes em calos embriogénicos, mas

ausentes noutras linhas ndo-embriogénicas. Outros trabalhos, que parecem indicar a sua
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influéncia na embriogénese somatica, consistiram na adi¢cdo de AGPs exdgenos de tecidos
com elevada capacidade embriogénica, mostrando-se capaz de aumentar a eficiéncia do
mesmo processo na cenoura e abeto-falso (Kreuger & van Holst, 1996; Majewska-Sawka,
2000).

1.3.5.2. Fonte de azoto - ureia e tioureia

Existem uma série de nutrientes que sdo essenciais para 0 correcto
desenvolvimento e manutencdo dos tecidos vegetais mantidos em cultura in vitro. O azoto
é um desses compostos podendo ser incorporado nos meios de cultura sobre a forma de
i0es amonio (NH4") e nitrato (NO3") ou também ureia e aminoacidos, como a glutamina
(Pereira, 2014; Trigiano & Gray, 2011). A sua importancia advém, em certa parte, do
facto de fazer parte da constituicdo de diferentes componentes celulares fundamentais
para a manutencdo das plantas, como é exemplo os aminoacidos, acidos nucleicos,

vitaminas, proteinas (George et al., 2008).

O uso continuo do solo para cultivo de determinadas plantas pode levar ao
desgaste do mesmo, comprometendo a sua capacidade de fornecer as plantas todos os
minerais e nutriente essenciais para 0 normal desenvolvimento e crescimento. A adigao
de fertilizantes, tanto organicos como inorganicos, vieram providenciar inimeros
beneficios melhorando a composi¢cdo quimica dos solos e, consequentemente, a
productividade e rentabilidade econémica dos sistemas agricolas. O azoto, juntamente
com o fosforo e potéssio, é considerado um dos nutrientes mais importantes na
agricultura, por isso muitos dos fertilizantes actualmente produzidos possuem um elevado
contetdo do referido elemento (George et al., 2008. Dos fertilizantes azotados conhecidos
¢ a ureia que tem sido mais usada devido ao seu elevado teor de azoto (46%) (Prasard,
1998). Este composto, produzido como subproduto do ciclo do azoto, pode ser
incorporado pelas plantas, no entanto, ndo é particularmente abundante no solo em
condic¢des naturais. Quando absorvida, ela é rapidamente hidrolisada sendo convertida
em amonio e dioxido de carbono por accdo da urease, enzima presente em plantas e
bactéerias do solo (George et al., 2008). Ainda que a ureia possa ser usada como unica
fonte de azoto no meio de cultura, a incorporacdo de outros compostos azotados, como
amonio e ides nitrato, podem levar a taxas de crescimento maiores (George et al., 2008).
Apesar do seu impacto no crescimento e desenvolvimento das plantas, a ureia ndo tem

sido muito usada para a cultura in vitro de tecidos vegetais (Trigiano & Gray, 2011). A
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tioureia, com estrutura semelhante a ureia a exep¢do do atomo de oxigénio substituido
pelo enxofre, também tem mostrado elevado potencial a ser usado como fertilizante,
exercendo uma actividade semelhante as citocininas (Garg et al., 2006). A tioureia pode
exercer diversas actividades bioldgicas quando aplicadas as plantas, tais como a quebra
da dorméncia das sementes, promocdo da germinacdo, aumento da eficiéncia
fotossintética e, consequentemente, estimular um maior crescimento e desenvolvimento
das plantas (Garg et al., 2006)

Outros compostos derivados da ureia e tioureia tém vindo a ser sintetizados e a
andlise da sua actividade bioldgica indica que estes podem apresentar uma actividade
semelhante a das citocininas e, por isso, exercer uma maior influéncia na proliferacéo
celular e regulacdo do crescimento das plantas, a semelhanca de hormonas como BA
(benziladenina) ou zeatina (Ricci & Bertoletti, 2008).
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1.4. OBJECTIVOS

No sistema agricola actual, desenvolvido em torno de um numero reduzido de
cultivares, torna-se essencial apostar em novas espécies que possam assegurar, de igual

forma, um retorno financeiro favoravel como resultado da sua exploragéo.

Por tudo o que ja foi referido, 0 medronheiro pode vir a ser uma espécie importante
para diversificar a oferta de producéo agricola. Ainda que continue a ser considerada uma
espécie subvalorizada, as suas potencialidades sdo ja bem reconhecidas e tém atraido um
numero crescente de produtores interessados na sua exploragéo e valorizacdo. Uma das
principais falhas que pode ser apontada, e que podera justificar a exploracdo em pequena
escala que se observa em Portugal, serd a dificuldade que os produtores sentem aquando
a procura de cultivares selecionados de medronheiro, cujas caracteristicas fenotipicas
tornem a sua exploracdo mais rentavel. E neste &mbito que entidades como o Laboratorio
de Biotecnologia da UC, em conjunto com a ESAC, tém apostado no desenvolvimento
de programas de melhoramento e na optimizacdo de protocolos de micropropagacao, no
qual o trabalho aqui apresentado se insere.

Este trabalho teve como principais objectivos tornar mais eficientes 0s processos
de propagacéo in vitro no medronheiro, nomeadamente na proliferacdo de meristemas em
meio liquido e embriogénese somatica. Para tal avaliou-se o efeito que diferentes
compostos poderdo induzir nas técnicas acima referidas. Para a proliferacdo em meio
liquido testou-se a inclusdo no meio de cultura de AGP, as citocininas 2iP e zeatina, e
ainda ureia e tioureia. Para a embriogénese somatica expuseram-se 0s explantes a
diferentes fontes de carbono, nomeadamente a sacarose e/ou manitol. Dada a falta de
registos bibliograficos do uso de AGP na cultura in vitro no medronheiro procedeu-se
ainda ao enraizamento, in vitro e ex vitro, dos rebentos obtidos da cultura com a
macromolécula referida. Desta forma foi possivel avaliar o eventual efeito que a sua

assimilacdo podera causar no desenvolvimento de raizes adventicias.
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MATERIAIS E METODOS

2.1. MATERIAL VEGETAL

Os ensaios realizados neste trabalho partiram de plantulas mantidas in vitro de
dois genotipos diferentes. Séo eles os clones C1, mantidos a partir de plantas adultas com
origem na zona de Coimbra, e P, obtidos da germinacdo de sementes recolhidas em
Penamacor.

Foram realizados ensaios de proliferagdo de rebentos, em meio liquido, a partir
dos meristemas pré-existentes no explante, testando-se diferentes compostos nos meios
de cultura, nomeadamente, AGPs de laricio, ureia, tioureia e a citocininas 2-iP e zeatina.
Os rebentos formados a partir da proliferacdo com AGP foram posteriormente enraizados
em sistema in vitro e ex vitro, com a auxina IBA. Nos ensaios de embriogénese somética
avaliou-se o efeito de diferentes concentracfes de sacarose isoladamente e em

combinagdo com manitol.

2.2. PROLIFERACAO EM MEIO LIQUIDO

Para determinar o potencial de crescimento e proliferagdo do material vegetal
exposto a diferentes compostos, recorreu-se a dois clones previamente mantidos in vitro,
P e C1. O meio de cultura usado continha os macronutrientes e vitaminas de Fossard (De
Fossard et al., 1974) e ainda os micronutrientes de MS (Murashige & Skoog, 1962). A
este meio base foi ainda adicionada uma fonte de ferro (Fe.EDTA) e uma fonte de carbono
(sacarose a 0,087 M). Para os ensaios de proliferagdo em meio liquido testou-se o efeito
das citocininas 2iP e zeatina (1 mg/L, 2 mg/L, 4 mg/L) e da ureia e tioureia (2 mg/L, 5
mg/L, 10 mg/L), servindo como controlo o0 meio com BAP (8,8 pM). Para o tratamento
com AGP (Sigma 10830) usaram-se 3 concentracfes (1 mg/L 2 mg/L, 4 mg/L, 8 mg/L)
num meio suplementado com BAP (8,8 uM).

Durante a preparacdo do meio de cultura, os diferentes componentes que o compdem
foram adicionados, em baldes Erlenmeyer, a partir de solugdes stock previamente
preparadas e a sacarose foi pesada tendo em conta o volume final pretendido. Todos os
componentes foram devidamente dissolvidos recorrendo a uma placa de agitagdo. Apds
o volume final ser ajustado com &gua destilada os valores de pH foram corrigidos com
recurso a solugdes stock de HCl ou KOH a 1 M, 0,1 M e 0,01M, até se obterem valores
entre 5,65-5,7. O meio foi depois distribuido por balGes Erlenmeyer (volume de 100 ml)
até perfazer 50 ml de meio de cultura, esterilizados por autoclavagem a 120°C e a uma
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pressdo de latm, durante 20 min. Para o tratamento com AGP, os volumes pipetados a
partir da solucdo stock foram esterilizados por filtracdo (0,22 um, Millipore) e s6 depois
adicionados aos meios de cultura previamente autoclavados.

Os explantes consistiram em 30 rebentos caulinares, aos quais foram removidas as
folhas. Os rebentos foram distribuidos em grupos de 6 por cada baldo Erlenmeyer (Fig.
5). Por fim, o material contido nos baldes Erlenmeyer foi mantido numa incubadora de
agitacdo a 25 °C e 120 rpm durante 8 semanas, para o ensaio com AGP, e 5 semanas para
0s restantes ensaios. No final deste periodo foram contabilizados o nimero de rebentos
formados com mais de 1 cm de tamanho, o tamanho do maior rebento e ainda o peso

fresco do material contido nos bal6es Erlenmeyer.

8 Semanas

— e
/w /L'?(
———— f

BAP (8,8 uM)
Figura 5. Representacéo esquematica da proliferacdo de meristemas em meio liquido,

resultando no desenvolvimento de novos rebentos caulinares a partir dos gemas
axilares do explante inicial.

2.3. ENRAIZAMENTO

Para os ensaios de enraizamento foram utilizados os rebentos obtidos por
proliferacdo em meio liquido com AGP (seccdo 2.2.). Recorreu-se a duas abordagens para
inducdo de raizes: a) um protocolo de enraizamento ex vitro (Fig. 6A), e b) um outro
protocolo in vitro (Fig. 6B) que envolve dois passos, a indugéo radicular e posterior

alongamento.

No final dos ensaios foram avaliados os pardmetros, taxa de enraizamento,
namero de raizes principais, percentagem de raizes laterias, comprimento da maior raiz e

taxa de sobrevivéncia.
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2.3.1. Enraizamento ex vitro

Para o sistema de enraizamento ex vitro foram selecionados 30 rebentos, com
tamanho entre 0s 3 e 4 cm, que apresentavam um menor nameros de folhas vitrificadas.
A estes foram removidas algumas das folhas da extremidade basal e os rebentos
caulinares foram ulteriormente mergulhados em tubos Eppendorf contendo cerca de 1ml
de uma solucdo da auxina IBA a 9,8 mM, durante 10 segundos. Os rebentos foram depois
transferidos para um substrato humedecido contendo perlite, para aclimatizacdo, onde
permaneceram durante 4 semanas. Apos a colocacdo dos 30 rebentos no substrato referido
estes foram borrifados com agua. Os rebentos foram posteriormente tapados com uma
tampa de plastico transparente de forma a assegurar a manutencdo de uma atmosfera com
elevada humidade. Ao longo de 4 semanas, 0s niveis de humidade a que os rebentos
estavam expostos foram diminuindo, gradualmente, ao levantar ligeiramente a tampa que

0s cobria, permitindo desta forma uma maior circulagéo do ar.

2.3.2. Enraizamento in vitro

Para a abordagem in vitro a inducéo radicular foi iniciada ao manter os explantes
num meio constituido pelos macronutrientes Knop (Gautheret, 1959), vitaminas de
Fossard sem riboflavina, micronutrientes de MS sem iodeto de potassio, sacarose (0,044
M) e ainda a auxina IBA (24,7 uM). Os explantes foram posteriormente colocados numa
estufa a 26 °C, na obscuridade, durante 10 dias. Ao fim deste periodo, o material foi
transferido para outro meio semelhante ao descrito anteriormente mas com o dobro da
sacarose (0,087 M), sem a presenca da auxina e com carvao activado (1,5%). Nesta fase,
as plantas foram mantidas durante 21 dias numa estufa climatizada a 26°C com um

fotoperiodo de 16h.
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Figura 6. Representacéo esquematica do procedimento realizado para enraizamento dos rebentos
caulinares obtidos por proliferagdo em meio liquido. A) Protocolo ex vitro. B) Protocolo in vitro

2.4. EMBRIOGENESE SOMATICA

Nos ensaios de embriogénese somatica recorreu-se a dois clones previamente
estabelecidos in vitro: C1, P. Os explantes foram colocados num meio de cultura
constituido pelos macronutrientes Anderson (1984), micronutrientes MS (Murashige &
Skoog, 1962), vitaminas Fossard (De Fossard et al., 1974), uma fonte de ferro (Fe.EDTA)
e as hormonas BA (8,8 uM) e NAA (26,8 uM). No ensaio de embriogénese somatica aqui
apresentado foram avaliados o efeito de diferentes fontes de carbono no meio de cultura:
3% sacarose (controlo), 6% sacarose, 9% sacarose, 3% sacarose mais 6% manitol, 4,5%
sacarose mais 4,5% manitol. A preparacdo dos meios de cultura foi semelhante a descrita
na seccdo 2.2. Neste caso, como se procedeu a inducdo de embriogénese somatica em
meio solido, adicionou-se o agente gelificante agar-agar (6 g/L). A solucdo foi depois
aquecida de formar a dissolver o agar e distribuida em tubos de ensaio, cada um com

cerca de 10 ml de meio, posteriormente autoclavados a 120°C e a 1 atm, durante 20min.

Os explantes usados consistiram em 30 folhas de cada clone, repartidas por 3
réplicas. Na preparacdo das folhas para a indugdo da embriogénese somaética foram
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removidos o0 apice e o peciolo e efectuaram-se pequenas incisdes na face abaxial das
mesmas com um bisturi, sempre na cdmara de fluxo de forma a assegurar condigdes de
assepsia. As folhas foram depois colocadas nos tubos de ensaio, previamente
esterilizados, com a face abaxial em contacto com o0 meio de cultura e ai mantidos durante
trés meses, numa estufa a 26°C, na obscuridade. No final do tratamento foram
contabilizados o nimero de embrides formados, taxa de formacdo de calos e a taxa de

inducéo.

2.5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos de todos os ensaios aqui apresentados foram submetidos a
tratamento estatistico pelo STATISTICA. Recorreu-se a analise de variancia (ANOVA)
dos valores e os casos em que se verificaram diferencgas significativas (p <0,05) foram
sujeitos a um teste de comparagdes multiplas (teste Duncan). Os resultados apresentados

em percentagem foram previamente transformados pelo arcoseno.
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3.1. PROLIFERACAO EM MEIO LIQUIDO

3.1.1. Cultura em meios com AGP

Os rebentos caulinares, desprovidos de folhas, foram mantidos no meio Fossard
ao qual foram adicionados diferentes concentracfes de AGP, de forma a avaliar o efeito
que esta podera exercer na formagdo de novos rebentos. No fim do periodo de cultura
foram avaliados os seguintes pardmetros: tamanho do maior rebento, nimero médio de

rebentos formados por explante e peso do material contido nos baldes Erlenmeyer.

Figura 7. Proliferacdo em meio liquido de rebentos expostos a varias concentracdes de AGP: A)
Regeneracdo de varios rebentos a partir do desenvolvimento de meristemas existentes no
explante. (B) Pormenor da formacao do sistema radicular a partir da base do explante.

Ap6s o periodo de cultura, 0os meios apresentaram-se acastanhados devido a
oxidacao dos compostos fenolicos libertados. Os explantes mantidos em cultura também
sofreram uma oxidag@o acentuada, o que ndo afectou a regeneracdo de novos rebentos
(Fig. 7A), tendo ainda ocorrido a formacéo de raizes adventicias a partir da base de alguns
explantes (Fig. 7B). Ainda que os rebentos formados tenham mostrado um
desenvolvimento normal, quando expostos as varias concentracfes de AGP, notaram-se
diferengas visiveis na intensidade da resposta ao mesmo composto. Para além do efeito
das diferentes concentracBes, também os dois clones responderam com intensidades
diferentes. Ao fim de cerca de 10 dias ja era visivel o desenvolvimento dos meristemas
axilares, dando inicio ao crescimento de novos rebentos a partir dos mesmos (Figs. 8A e
8B).
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Os explantes do clone P expostos a 4 mg/L e 8 mg/L de AGP produziram rebentos
de maior tamanho, com uma meédia de 7 £ 1,169 cm e 7,1 £ 1,887 cm, respectivamente,
contra 0s 6,53 = 1,150 cm medidos no controlo (sem AGP). Também no clone C1 as
referidas concentracfes levaram a um aumento, ainda que muito reduzido, do tamanho
dos rebentos (Fig. 9A). No que diz respeito ao peso fresco de todo o material obtido nos
baldes Erlenmeyer do clone P e C1, foram as concentracdes de 4 mg/L e 8 mg/L que
levaram a valores significativamente superiores, comparativamente aos valores
observados no controlo de cada clone (Fig. 9B). Importa ainda referir que foi neste
parametro que se notaram diferencas significativas na resposta entre os dois clones. A
exposicao do gendtipo P a 4 mg/L levou a um aumento significativo do peso (6,1 + 1,01
), relativamente aos valores obtidos do clone C1 tanto para a mesma concentracgéo (3,76
+ 1,02 g) como para as restantes (3,63 + 1,19 ge 4,14 + 1,23 g com a exposicao a 2 mg/L
e 8 mg/L respectivamente) (Fig. 9B). Também para o numero médio de rebentos obtidos
de cada explante foram observadas diferencas significativas na exposicdo a 2 mg/L, 4

mg/l e 8 mg/L de ambos os clones, comparativamente ao meio sem AGP (Fig. 9C).

Figura 8. Proliferacdo dos meristemas apds 10 dias de cultura em meio suplementado com 4mg/L
(A) e 8mg/l (B) onde se observa a emergéncia de rebentos (Re) a partir do explante inicial (EX).
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Figura 9. Efeito da AGP na proliferagdo de meristemas axilares. A) Tamanho dos rebentos;
B) Peso do material contido nos baldes Erlenmeyer; C) Numero de rebentos por explante. Os
valores indicados para 1mg/L sdo relativos apenas ao clone P (*). Os valores apresentados
correspondem a média e ao respetivo desvio padrdo. Valores assinalados com a mesma letra
ndo apresentam diferencas significativas (p> 0,05) segundo o teste de Duncan.
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3.1.2. Cultura em meios com ureia e tioureia

De forma a testar o efeito da ureia e tioureia na proliferacdo de rebentos em meio
liquido, expuseram-se os rebentos caulinares do clone P, desprovidos de folhas, a 3
concentracgdes diferentes (2 mg/L, 5 mg/L e 10 mg/L) durante 5 semanas, sendo depois

medidos os mesmos parametros referidos em 3.1.1.

Uma vez mais verificou-se uma acentuada oxidacdo dos explantes a partir dos
quais emergiram novos rebentos e ainda a formacdo de sistema radicular na base dos
explantes. A ocorréncia da vitrificacdo do material foi também um processo recorrente,

como verificado nos outros ensaios de proliferacdo em meio liquido apresentados.

Ap6s 5 semanas de cultura, ndo foi observado qualquer aumento significativo,
relativamente ao controlo, da ac¢do da ureia e tioureia no crescimento e multiplicacdo dos
rebentos. Neste caso, as diferencas significativas verificaram-se entre a ac¢do dos dois
compostos testados. Para a concentracdo de 10 mg/L de tioureia foram medidos rebentos
significativamente maiores (5,18 + 1,30 cm) do que aqueles regenerados no meio com 2
mg/L (3,23 £ 0,28 cm) e 5 mg/L de ureia (2,95 £ 1,30) (Fig. 10A). Ainda assim, foi com
a concentracdo de 10 mg/L, tanto de ureia como tioureia, que se verificou uma maior
influéncia no desenvolvimento e multiplicagdo dos novos rebentos caulinares. As
diferengas mais consideraveis, embora ndo significativas, verificaram-se na contagem do
namero médio de rebentos por explante para a concentracdo de 10 mg/L, com uma média
de 6,28 + 3,80 rebentos para a ureia e 8,13 + 3,63 para a tioureia, contra os 4,06 + 1,42
rebentos obtidos no controlo (Fig. 10C). A exposicdo a 5 mg/L de ureia levou a obtencédo
de um nimero mais reduzido de rebentos (3,25 * 2,47) e com menor tamanho (2,95 +
1,30) comparativamente ao grupo controlo (4,06 + 1,42 rebentos por explante com uma
média de 4,03 + 1,08 cm) (Fig. 10A). J& no caso da tioureia, a mesma concentracao

induziu valores mais elevados do que o controlo nos varios parametros medidos.
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Figura 10. Efeito da ureia e tioureia na proliferacdo de meristemas axilares. A) Tamanho
dos rebentos; B) Peso do material contido nos baldes Erlenmeyer; C) Numero de rebentos
por explante. Os valores apresentados correspondem a média e ao respetivo desvio padrao.
Valores assinalados com a mesma letra ndo apresentam diferencas significativas (p> 0,05)
segundo o teste de Duncan.
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3.1.3. Cultura em meios com 2iP ou zeatina

Da cultura dos explantes num meio Fossard suplementado com varias
concentragOes de 2iP resultou um fraco desenvolvimento e multiplicagdo de novos
rebentos, comparativamente ao verificado no ensaio com zeatina. Para além do explante
original, a exposicdo a esta hormona levou ao escurecimento de pequenas sec¢des dos
rebentos obtidos, bem como algumas folhas, o que as tornou consideravelmente frageis,
causando assim a sua separacao do respectivo rebento caulinar (Fig. 11). Ainda assim, foi
na concentragdo de 1 mg/L e 2 mg/L de 2iP que se observaram valores mais elevados

para o peso, numero de rebentos por explante e tamanho dos rebentos obtidos.

Com a cultura dos explantes num meio suplementado com zeatina (1 mg/L, 2
mg/L, 4 mg/L) verificou-se a formagé&o de massas de calos ao longo do mesmo, na zona
de contanto entre este e a base dos rebentos formados e ainda nas folhas que
permaneceram em contacto com o meio de cultura (Figs. 12A, 12B e 12C). A intensidade
da formacdo do referido calo pareceu ser maior com a exposi¢ao a concentragcdes mais
elevadas de zeatina. Foi ainda possivel observar a formacdo de novos meristemas
caulinares adventicios a partir do mesmo, indicando que pode tratar-se de calo

organogeénico (Fig. 12A).

A semelhanga do que foi verificado com a citocinina 2iP, foram as concentragdes
de Img/L e 2 mg/L de zeatina que induziram um melhor desenvolvimento dos novos
rebentos. Na quantidade de material contido nos balGes Erlenmeyer, expostos as trés
concentracgdes testadas de zeatina, verificou-se um aumento significativo (5,69 + 1,80 g,
6,68 £ 092 g e 6,22 £ 1,16 g, para 1 mg/L, 2 mg/L e 4 mg/l respectivamente)
relativamente ao controlo (1,24 £ 0,77 g) e as varias concentracGes de 2iP (Fig. 13B).
Quanto ao namero de rebentos por explante foi a concentracdo de 2 mg/L de zeatina (8,5
+ 0,33 rebentos) que levou a um aumento significativo quando comparado com o controlo
(3,88 + 0,64 rebentos). E importante referir que da exposicdo a concentragio mais baixa
de zeatina (1 mg/L) resultou num numero significativamente maior de rebentos (7,125 +
4,74) do que o observado na concentragéo mais elevada de 2ip (4 mg/L) (2,42 £ 1,51). A
comparacdo da accdo das duas hormonas testadas permite concluir que € a zeatina que
aparenta estimular, de forma mais intensa, o desenvolvimento e multiplicagdo de novos
rebentos, nomeadamente para parametros como 0 peso e numero de rebentos por

explante.
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883
1t

Figura 11. Aspecto dos rebentos regenerados da proliferagdo de
meristemas num meio com 2iP.

Figura 12. Pormenor do calo formado nos tecidos dos rebentos caulinares e dos explantes
mantidos num meio com zeatina. A) Calo formado na base de um rebento onde se observa a
formacédo de novos meristemas caulinares adventicios. B) Calo apresentando estruturas globosas.
C) Massas de calo formando-se maioritariamente ao longo do explante (seta). D) Aspecto geral
dos rebentos obtidos.
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Figura 13. Efeito do 2iP e zeatina na proliferacdo de meristemas axilares. A) Tamanho
dos rebentos; B) Peso do material contido nos balGes Erlenmeyer; C) Namero de rebentos
por explante. Os valores apresentados correspondem a média e ao respetivo desvio padrao.
Valores assinalados com a mesma letra ndo apresentam diferencas significativas (p> 0,05)
segundo o teste de Duncan
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3.2. ENRAIZAMENTO

3.2.1. Enraizamento ex vitro

Os rebentos regenerados a partir do ensaio de proliferacdo em cultura com AGP
foram divididos em 3 grupos (controlo e previamente expostos a 4 mg/L e 8 mg/L). Estes
foram submetidos ao enraizamento ex vitro e directamente aclimatizados num substrato
de perlite durante um periodo de 4 semanas. No final foi avaliado o desenvolvimento do
sistema radicular através de diferentes pardmetros, nomeadamente, o tamanho da maior
raiz, nimero de raizes principais por rebento, percentagem de enraizamento e taxa de

formac&o de raizes laterais. Os resultados obtidos estdo apresentados na tabela 1.

Ao fim de 7 dias alguns dos rebentos mantidos no substrato com perlite (Fig. 14)
ndo conseguiram tolerar as condicdes de aclimatizacdo perdendo algum vigor, enquanto
gue noutros a contaminacdo dos tecidos por fungos levou a morte dos mesmos. Ainda
assim, verificou-se uma taxa de sobrevivéncia na ordem dos 88% ao fim 1 semana. A
taxa média de rebentos que iniciaram a formacao de raizes no referido periodo de tempo
foi de cerca de 32 %, e ao fim de 4 semanas as taxas de enraizamento ja rondavam os 90
% (Fig. 15). Ainda que estatisticamente insignificantes, verificaram-se algumas
diferencas na resposta dos rebentos dos trés grupos ao sistema de enraizamento aqui
descrito. Foram os rebentos expostos a 4 mg/L que formaram um maior nimero de raizes

principais (3,21 + 1,21). Quanto ao tamanho da maior raiz e a taxa de formacéo de raizes

Figura 14. Rebentos obtidos da proliferacdo de meristemas em meio liquido
mantidos num substrato de perlite.

43



RESULTADOS

laterais foi no controlo que se registaram valores mais elevados, com cerca de 2,9 + 0,62

cm e com 90 + 17,32 % dos rebentos a formar raizes laterais (Fig. 15).

Figura 15. Pormenor das raizes formadas pelos rebentos mantidos num substrato de perlite ap6s
4 semanas. Rp- raiz principal; Rs- raiz lateral.

Tabela 1. Diferengas registadas durante o0 enraizamento ex vitro dos rebentos previamente
expostos a 4 mg/L e 8 mg/L de AGP e controlo. Os valores apresentados correspondem a média
e ao respectivo desvio padrdo das réplicas. Valores acompanhados pela mesma letra ndo
apresentam diferencas significativas (p> 0,05) pelo teste de Duncan.

Enraizamento Comprimento NUmero raizes Raizes laterais

(%) da > raiz (cm) principais (%)
0 mg/L 95,83 + 7,222 2,90 + 0,622 2,05 + 0,082 90 + 17,322
4 mg/L 94,44 + 9,622 2,71 £ 0,562 3,21+1,212 85+ 13,232
8 mg/L 78,90 + 8,092 2,22 £ 0,222 2,75+0,71? 77,14 + 14,852

3.2.2. Enraizamento in vitro

Nos ensaios de enraizamento in vitro dos rebentos obtidos da proliferacdo de
meristemas com AGP, foram avaliados 0s mesmos parametros que no enraizamento ex
vitro. O referido ensaio consistiu de duas fases: a inducdo do enraizamento num meio
com IBA (24,7 uM) (Fig. 16A) e posterior alongamento das raizes, na auséncia de auxinas
(Fig. 16B). Os resultados obtidos estdo apresentados na tabela 2.

Tanto no controlo como nos outros dois grupos de rebentos previamente expostos
a4 mg/L e 8mg/L verificaram-se taxas de sobrevivéncia de 100% e taxas de enraizamento
de 93,3 £ 5,77 %, 96,2 £ 5,77 % e 100%, respectivamente (Fig. 16C). Relativamente ao
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tamanho das raizes verificou-se que os rebentos dos diferentes grupos mostraram um
crescimento radicular relativamente uniforme (cerca de 1,60 cm) apresentando valores
muito proximos entre si e, consequentemente, um desvio-padrao bastante reduzido. As
taxas de formacdo de raizes laterais também se mostraram muito uniformes entre os 3
grupos, com 37 + 23 %, 33,7 + 20,2 % e 36,7 £ 5,8 % para o controlo e para os rebentos
expostos a 4 mg/L e 8 mg/L, respectivamente. Foi na contagem do nimero de raizes
principais formadas que se observaram maiores diferengas entre os diferentes grupos,
com os resultados a indicarem que a exposi¢do dos rebentos a 4 mg/L e 8 mg/L de AGP
(com 13,71 £ 5,44 e 13,8 + 5,2 raizes) podera estimular a formagdo de um maior nUmero
de raizes, uma vez que no controlo formaram-se uma média de 7,52 + 2,79 raizes por
rebento. No entanto, as diferencas aqui apontadas ndo séo estatisticamente significativas
(p>0,05).

No fim do periodo de enraizamento verificou-se a formacdo de pequenas massas
de calo na extremidade basal dos rebentos, a partir da qual emergiram uma elevada
quantidade de raizes. Outro aspecto peculiar observado foi a formacao de raizes a partir
das folhas, com maior incidéncia na zona da nervura central, um vez que se mantiveram

em contacto com o meio de cultura.

Tabela 2. Diferengas registadas durante o enraizamento in vitro dos rebentos previamente
expostos a 4 mg/L e 8 mg/L de AGP e controlo. Valores acompanhados pela mesma letra ndo
apresentam diferencas significativas (p> 0,05) pelo teste de Duncan.

Enraizamento Comprimento> NuOmero raizes Raizes laterais

(%) raiz (cm) principais (%)
0 mg/L 93,33+ 5,772 1,63 +0,16° 752+2,79% 37,04 +23,13%
4 mg/L 96,67 £ 5,772 1,62 +0,18? 13,71 +£5,44® 33,70 £ 20,19°
8 mg/L 100 = 0? 1,58 +0,13a 13,8 + 5,22 36,67 + 5,772
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Figura 16. Enraizamento dos rebentos caulinares obtidos da cultura em AGP. A) Fase
inducdo. B) Fase alongamento. C) Rebento apds alongamento das raizes.

3.3. EMBRIOGENESE SOMATICA

Nos ensaios de inducdo de embriogénese somatica foram testados o efeito de duas
fontes de carbono no meio de inducdo, sacarose (S) e manitol (M), em diferentes
concentracdes. Ao meio de inducgéo foi adiccionado 3% sacarose (controlo), 6% sacarose,
9% sacarose, 3% sacarose mais 6% manitol e 4,5% sacarose mais 4,5% manitol. Apos
cerca de 3 meses foram analisados aspectos como a formacéo de calos (Fig. 17A), inducéo
de embriogénese somatica e o numero de embries somaticos formados por explante. Os

dados obtidos encontram-se na tabela 3.

No decorrer do ensaio ocorreu uma elevada oxidagdo das folhas mantidas em
cultura, verificando-se ainda a formacéo de raizes adventicias num namero relativamente
reduzido de explantes (Fig. 17B). Ap6s 15 dias de cultura ja se verificava a formacéo de
calos com origem na zona onde se efectuaram os cortes. Ap6s 6 semanas de cultura foi
contabilizada a formacéo de calos em cerca de 50 % dos explantes (Fig. 17A). Os varios
tratamentos induziram taxas muito semelhantes de formacéo de calo e ndo se verificaram

diferengas significativas na resposta dos dois clones.

Ao fim de 6 semanas de cultura foram observados os primeiros embrides
somaticos. Estes apresentavam-se, em alguns casos, organizados em aglomerados (Fig.
17C, 17D) e em diferentes fases de desenvolvimento embrionario. Tendo em conta 0s
dados obtidos nos varios parametros avaliados verificou-se que foi o clone P que melhor

respondeu aos diferentes tratamentos. A exposi¢do dos explantes foliares, do clone
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referido, a quantidades cada vez maiores de sacarose (6% sacarose e 9% sacarose) levou
a producgdo de um numero crescente de embrides. Foi no meio suplementado com 9% de
sacarose que ocorreu um aumento significativo do nimero médio de embriGes por
explante (4,03 + 2,42). No clone C1, o maior niUmero de embrides foi observado no grupo
controlo (1,733 £ 0,31). Quanto as taxas de inducdo de embriogénese somatica as
diferencas significativas foram detectadas na resposta do clone P aos tratamentos com 9%
sacarose (36,67 = 20, 81 %), comparativamente ao efeito verificado na combinacédo da
sacarose e manitol do clone P e dos valores obtidos com o clone C1 em todos os

tratamentos.

Tabela 3. Valores obtidos na inducdo da embriogénese somatica de dois clones expostos a
diferentes fontes de aclcar. Cada valor corresponde a média das trés réplicas e respectivo desvio-
padrdo. Valores acompanhados pela mesma letra ndo apresentam diferencgas significativas (p>

0,05) pelo teste de Duncan.

Clone Fonte de carbono F%;T;ig(%zf ¢ Inducéo (%) N° de embribes

3% S (controlo) 53,33+ 25,167% 20 +26,46% 1,033 +£1,62°

6% S 43,33 + 15,28? 23,33 + 11,55% 1,567 +1,04°

P 9% S 56,67 + 45,09 36,67 + 20, 81* 4,03 + 2,422

45%S+45% M 43,33 + 32,15* 3,33+5,77° 0,133 +£0,24°
3% S+6%M 46,67 = 30,55? oP (0

3% S (controlo) 50 + 20° 16,67 + 5,77 1,733 £0,31°

6% S 46,67 = 37,862 6,67 + 11,55P 0,367 + 0,64°

C1 9% S 66,67 + 15,282 3,33+5,77° 01+0,17°

45%S+45% M 36,67 = 20,822 oP (0
3% S + 6% M 40 £ 17,322 oP (0
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Figura 17. Aspectos observados durante a inducdo de embriogénese somatica em A. unedo. A)
Calo formado a partir do explante foliar. B) Formacéo de raizes adventicias. C) Embrides na fase
globular formados na superficie do calo. D) Embrides somaticos organizados em aglomerados.
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4.1. PROLIFERACAO EM MEIO LIQUIDO

A eficécia das diferentes técnicas de micropropagacédo estara sempre dependente
da optimizacao de protocolos que, para além de proporcionarem as condi¢fes necessarias
para que se obtenha a resposta pretendida dos explantes, possam tornar todo o processo

mais eficaz.

A proliferacdo de rebentos em meio liquido é considerado um método
relativamente simples e com um risco de ocorréncia de variagdo somaclonal baixo,
assegurando assim a estabilidade do gendtipo que se pretende propagar, ao contrario de
outras técnicas como embriogénese somatica e organogénese indirecta (Garcia-Gonzalez
et al., 2010; Leva et al., 2012; Ngezahayo & Liu, 2014). Ainda que possa levar a
multiplicacdo de rebentos com aspecto fragil e com algum grau de vitrificagdo, que
podem complicar tentativas de enraizamento (Canhoto, 2010), a proliferagdo em meio
liquido permite a obtencdo de uma quantidade consideravelmente elevada de material a
partir de um Gnico explante (Thorpe, 2007). Tais caracteristicas fizeram com que esta se
tornasse num dos principais métodos de micropropagacao de varias espécies lenhosas
(Gomes, 2010). Apesar da existéncia de protocolos relativamente eficazes para a
propagacdo de determinadas espécies, sempre existiu um interesse crescente na
descoberta de novos compostos, naturais ou sintéticos, que possam estimular o

crescimento e desenvolvimento dos tecidos cultivados.

No decorrer do trabalho aqui apresentado, procurou-se avaliar o efeito que
diferentes elementos poderdo induzir quando adicionados ao meio de cultura para
proliferacdo em meio liquido. Testaram-se entdo os compostos AGP, zeatina, 2iP, ureia

e tioureia.

4.1.1. Cultura em meios com AGPs

As diferentes fungdes das AGPs tém sido associadas a varios processos de
proliferacdo e expanséo celular, o que pode acabar por estimular o desenvolvimento das
plantas (Chug & Khurana, 2002; Tan et al., 2012; Ellis et al., 2010). As AGPs sé&o
libertadas através de vesiculas para a superficie celular, por exocitose, e foram ja
detectadas nos meios de cultura de vérios sistemas de micropropagagdo, ainda que a

concentragfes muito reduzidas (Mallon et al., 2023). A adi¢do de AGPs exdgenos para
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0s meios de cultura mostrou-se eficaz na estimulacédo de processos de proliferacédo celular
e embriogénese somatica de varias espécies, tanto em angiospérmica como

gimnospérmicas (Mallon et al., 2013)

Dos vérios trabalhos consultados sobre o uso destes compostos na cultura de
tecidos vegetais, nenhum faz referéncia ao seu efeito em espécies da familia Ericaeae.
Tém sido usadas como estimuladoras em protocolos de micropropagacdo para varias
espécies como a cenoura (Daucus carota) (Kreuger & van Holst, 1993), Quercus bicolor
(Mallén et al., 2013), Coffea spp (Hector et al., 2012), Brassica napus (Tan et al., 2012)
e A. thaliana (Willats & Knox, 1996), utilizadas essencialmente em protocolos de indugéo
de embriogénese somatica, organogénese e proliferacdo celular de culturas em suspensao.
O uso de AGPs na proliferacdo de meristemas em meio liquido e o seu efeito no
desenvolvimento e multiplicacdo dos rebentos de medronheiro é aqui documentada pela

primeira vez.

Foi o clone P que melhor respondeu ao tratamento com AGP, verificando-se
valores mais elevados nos varios parametros medidos. Para ambos 0s clones as
concentragOes de 4 mg/L e 8 mg/L induziram um aumento significativo no peso do
material obtido nos balGes Erlenmeyer, enquanto que no nimero de rebentos por explante
as diferencas significativas foram detectadas em todas as concentracdes testadas,

relativamente ao controlo de cada genotipo.

Contudo, devem ser realizados mais ensaios testando outros factores, como por
exemplo, a adi¢do de concentra¢fes mais elevadas de forma a perceber melhor como
respondem os tecidos a esta glicoproteina. Ou ainda a adicdo de outros tipos de AGP
extraidas, por exemplo, de espécies com elevada capacidade de proliferacdo, ou até AGPs
que possam ser extraidos dos préprios tecidos do genétipo a usar, sendo depois
incorporados no meio de cultura a concentracdes mais elevadas (Toonen et al., 1997).
Uma outra alternativa que também permitird avaliar outros aspectos do mecanismo de
accdo das AGPs podera passar pela sua pré-incubagdo com endoquitinases. Varios
trabalhos parecem indicar que as AGPs poderdo actuar como substrato para a producéo
de oligossacarideos, através da ac¢do de enzimas (Kreuger & van Holst, 1996; Seifert &
Roberts, 2007; Majewska-Sawka & Nothnagel, 2000). O processamento das AGPs por
estas enzimas ja se mostrou eficaz em processos de embriogénese somatica na cenoura

(Majewska-Sawka & Nothnagel, 2000). Os oligossacarideos poderdo posteriormente
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actuar como moléculas de sinalizagdo implicadas no desenvolvimento das plantas, ao

regular os processos de proliferacdo e expansao celular (Seifert & Roberts, 2007).

4.1.2. Cultura em meios com ureia e tioureia

Da exposicéo dos explantes a estas duas fontes de azoto verificou-se que foi a
tioureia que se mostrou mais eficaz ao estimular o desenvolvimento e multiplicacdo dos
rebentos. Apesar de ndo se verificarem diferencas significativas (p> 0,05) entre a accao
das diferentes concentragdes conclui-se que, no caso da tioureia, as trés concentragdes
testadas induziram valores mais elevados do que o controlo, nos parametros analisados.
No caso da ureia, s6 a concentracdo de 10 mg/L se mostrou mais eficaz relativamente ao

controlo.

A ureia poder ser usada como Unica fonte de azoto nos meios de cultura mas a
incorporacdo de outros compostos azotados, como amoénio ou ides de nitrato, pode levar
a taxas de crescimentos mais elevadas (George et al.,, 2008). Uma das principais
implicacdes que resulta da incorporacao destes elementos nos meios de cultura relaciona-
se com o facto de, como resultado do metabolismo da ureia, ocorrer a libertagdo de ides
de hidrogénio para os meios de cultura (George et al., 2008). A acumulagdo excessiva
destes i0es pode alterar os niveis de pH a que os tecidos ficam expostos e,
consequentemente, interferir com a disponibilidade dos outros elementos do meio,
essenciais para o desenvolvimento dos rebentos caulinares (Pereira, 2014). Esta alteragédo
do meio pode condicionar a resposta morfogénica uma vez que a acidificacdo dos tecidos
interfere com o transporte polar de auxinas, hormonas fulcrais no controlo de varios tipos
de processos de desenvolvimento. Deste modo, seria vantajoso, numa repeticdo do
mesmo ensaio, complementar o meio de cultura com outras fontes de azoto para além da
ureia e tioureia e ainda efectuar medicdes de pH no final do periodo de cultura. Desta
forma, poder-se-ia avaliar o efeito que o metabolismo dos referidos compostos podera
induzir no pH do meio de cultura, bem como a capacidade dos tecidos tamponizarem o

meio a que ficam expostos.
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4.1.3. Cultura em meios com zeatina e 2iP

Desde a descoberta das citocininas estes reguladores de crescimento foram
associados a estimulagdo da divisdo e expansao celular e a formacéo de rebentos com
origem nas gemas axilares ao inibir a dominancia apical (Gaspar et al., 1996; Kadota &
Niimi, 2003; Ricci & Bertoletti, 2008; Trigiano & Gray, 2011).

Ao fim de 5 semanas de cultura dos explantes expostos as citocininas 2iP e zeatina,
0s rebentos regenerados mostraram um desenvolvimento normal, idéntico aos demais

ensaios.

A hormona 2iP induziu um desenvolvimento mais acentuado dos rebentos para a
concentracdo de 2 mg/L, no entanto, s6 se observaram diferencas significativas no peso
fresco medido. As plantulas obtidas com a exposicdo ao 2iP apresentaram um aspecto
muito fragil, o que pode ser explicado pela visivel falta de vigor dos rebentos, fazendo
com que uma elevada quantidade dos mesmos se mantivesse em contacto com o0 meio

durante todo o periodo de cultura.

O enraizamento de rebentos formados em meio liquido ocorre geralmente a taxas
mais reduzidas, o que pode ser causado pela sua vitrificagdo (Canhoto, 2010). Uma forma
de contornar tais dificuldades sera optar por manter os rebentos, previamente proliferados
em meio liquido, num meio solido de forma a fortalecer os tecidos das plantas,

favorecendo assim o ulterior enraizamento e aclimatizacéo.

A exposicdo a 1 mg/L, 2 mg/L e 4 mg/L de zeatina levou a um aumento
significativo relativamente ao peso medido. A referida hormona mostrou-se mais eficaz
que o 2iP no desenvolvimento e multiplicacdo de novos rebentos. As diferengas mais
marcantes entre as duas citocininas observaram-se no peso e nimero de rebentos obtidos
por explante. Para os parametros atras referidos, a concentracdao de 2 mg/L de 2iP levou
a formacéo de 5,21 = 1,79 rebentos por explante com um peso total de 1,88 + 1,03 g,
enguanto que a exposicdo a zeatina levou a regeneracdo de 8,5 = 0,33 rebentos por
explante com um peso de 6,68 + 0,93 g. Para melhor perceber esta discrepancia téo
elevada seria interessante repetir o referido ensaio e, no final do periodo de cultura, medir
0 tamanho de um maior nimero de rebentos regenerados e ndo apenas o de maior
tamanho. O aparecimento de calos como resultado da exposicao a zeatina também podera
ajudar a explicar as diferencas verificadas entre as duas hormonas quanto ao peso fresco

do material obtido.
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Outro aspecto que é importante referir prende-se a formacéo de massas de calo no
material obtido com a exposi¢do a zeatina. A intensidade da formacéo do calo pareceu
estar dependente da concentracdo da dita hormona uma vez que, para concentrag0es cada
vez mais elevadas, verificou-se também uma maior quantidade de calo formado. A sua
distribuicdo pareceu incidir mais nos tecidos que se mantiveram em contacto com o0 meio
de cultura. A formagdo de novo de meristemas caulinares adventicios a partir do calo
formado parece indicar que este apresenta potencial morfogénico, no entanto seria
interessante manter os calos obtidos em cultura de forma a avaliar a sua natureza. A
formacéo de calo ndo € um acontecimento raro na proliferacdo em meio liquido, podendo
também verificar-se com a exposicdo a BAP, hormona normalmente usada na
proliferacdo do medronheiro (Martins, 2012). No entanto, conhecendo melhor a natureza
do calo permitiria chegar a conclusdes mais definitivas quanto ao sucesso da incorporagédo
da zeatina no meio de cultura porque, ainda que tenha estimulado consideravelmente o
desenvolvimento dos novos rebentos, a formacdo de calos podera comprometer a

viabilidade das novas plantulas e na sua capacidade de enraizarem.

4.2. ENRAIZAMENTO

Para que qualquer composto possa ter algum impacto num sistema de propagacao
é essencial que o mesmo, para além de induzir resultados favoraveis, ndo afecte a
capacidade de enraizamento dos rebentos. Assim, de forma a avaliar o efeito que a
exposicao prévia as diferentes concentracdes de AGP (4 mg/L, 8mg/L) poderdo ter na
formacdo da raiz, procedeu-se ao enraizamento das plantulas obtidas da proliferacdo em

meio liquido, recorrendo a protocolos ex vitro e in vitro

4.2.1. Enraizamento ex vitro

No final de 4 semanas obtiveram-se taxas de enraizamento muito satisfatorias
(80%-96%). Embora se tenham verificado diferencas nos parametros medidos entre os 3
grupos, estas ndo se mostraram estatisticamente significativas, o que permite concluir que
o tratamento com AGP ndo interfere com a capacidade de enraizamento. No entanto, sera
interessante abordar as diferencas que se verificaram entre os dois sistemas de

enraizamento e que poderdo indicar diferencas na eficacia dos dois métodos referidos.
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Foi no enraizamento ex vitro que se verificou a formacéo de raizes relativamente maiores
(cerca de 2,61 £+ 0,47 cm), comparativamente as obtidas no método in vitro (1,53 + 0,23
cm), ocorrendo também uma maior taxa de formacao de raizes laterais (84,05 + 15,13 %
para o sistema ex vitro e 35,8 + 16,36 % para o enraizamento in vitro). Estas diferencas
podem dever-se a menor resisténcia mecanica que o substrato de perlite impbe ao
crescimento das raizes adventicias, comparativamente a encontrada no meio gelificado

com o &gar.

Contudo, seria interessante complementar estas observacdes com estudos
histoldgicos dos sistemas radiculares formados e proceder a aclimatizacdo dos rebentos.
Tal permitird concluir se, de facto, as raizes formadas sdo funcionais, com ligacéo
vascular aos tecidos internos da planta e capazes de suportar o crescimento ex vitro das

plantas.

4.2.2. Enraizamento in vitro

De uma forma semelhante ao verificado no sistema de enraizamento ex vitro,
também neste concluiu-se que ndo existem diferencas significativas na capacidade de
enraizamento dos rebentos previamente expostos a AGP. No decorrer deste ensaio
verificaram-se taxas de enraizamento elevadas (93-100 %) e taxas de sobrevivéncia na
ordem dos 100 %. Tanto no tamanho das raizes como na taxa de formacdo de raizes
laterais os valores obtidos foram muito uniformes e, por isso, apresentaram um desvio-
padrdo muito reduzido. As maiores diferencas encontraram-se no nimero médio de raizes
principais formadas pelos rebentos. Nos rebentos previamente expostos a 4 mg/L e 8
mg/L de AGP foram contabilizadas 13,71 £ 5,44 e 13,8 £ 5,19 raizes laterias por rebento,
respectivamente, enquanto que no grupo controlo contaram-se cerca de metade (7,52 +
2,79 raizes).

Neste sistema verificaram-se taxas de enraizamento e de sobrevivéncia pouco
superiores as contabilizadas no método ex vitro, o que seria de esperar se se considerar
que a estrutura dos rebentos regenerados em meio liquido pode afectar a capacidade
destes tolerarem as condigdes ex vitro. Estes resultados poderdo ser melhorados ao manter

os rebentos, previamente proliferados em meio liquido, num meio sélido.
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Durante o periodo de enraizamento verificou-se a formacao de pequenos calos na
extremidade basal dos rebentos e também em algumas folhas, que permaneceram em
contacto com o meio de cultura. Desta massa emergiram uma elevada quantidade de
raizes adventicias, no entanto, estas podem apresentar uma fraca conexdo vascular com
os tecidos internos da planta (Canhoto, 2010). Sera por isso vantajoso recorrer, como
referido anteriormente, a andlises histoldgicas e a aclimatizacéo dos rebentos de forma a

avaliar a viabilidade da estrutura radicular formada.

4.3. EMBRIOGENESE SOMATICA

Séo factores como as hormonas exdgenas adicionadas, ou as condi¢des de stresse
a que os explantes ficam expostos durante a fase de inducgdo, que levam a aquisi¢cdo da
capacidade embriogénica (Yang & Zhang, 2010). Tais condi¢fes ndo s6 promovem a
desdiferenciacdo dos tecidos como também induzem a embriogénese somatica (Fehér,
2003). Os niveis de stresse a que os explantes devem ficar expostos para que seja induzida
a resposta embriogeénica pretendida sdo determinantes para a eficicia de todo o processo.
Niveis muito elevados, que ultrapassem a capacidade de tolerancia dos explantes, podem
levar a morte dos tecidos, enquanto que niveis muito reduzidos tendem a induzir
mecanismos de adaptacdo por parte do explante, o que podera diminuir a intensidade da
resposta do mesmo (Fehér, 2003). Os acglcares sao componentes essenciais em qualquer
sistema de cultura in vitro, constituem uma importante fonte de energia e criam as
condic¢des osmoticas apropriadas ao metabolismo dos tecidos (Anthony et al., 2004). Para
além da sua funcdo nutricional, estes elementos, quando presentes em quantidades mais
elevadas, podem ser usados para criar 0s niveis de stresse necessarios para estimular a
competéncia embriogénica dos explantes (Anthony et al., 2004; Canhoto, 2010; Fehér,
2003).

No ensaio apresentado verificaram-se taxas de formacdo de calos relativamente
semelhantes entre os dois clones sujeitos aos diferentes tratamentos. Dos dois clones
testados foi 0 P que melhor respondeu as condic6es de stresse impostas. A exposi¢do dos
explantes do clone P a concentragdes cada vez mais elevadas de sacarose (6% e 9%) levou
a producdo de um numero crescente de embrides, tendo-se verificado a formacéo de 4,03
* 2,42 embrides por explante, mantidos no meio suplementado com 9% sacarose. A

combinacdo de sacarose com manitol (4,5% + 4,5%), no clone P, levou & formacao de
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um numero bastante reduzido de embrides, enquanto que no clone C1 impediu a formacéo
dos mesmos. Na exposicao a 3% sacarose mais 9% de manitol também n&o se verificou

a formagdo de embriGes somaticos em ambos os clones.

Os resultados obtidos de outros trabalhos de inducédo de embriogénese somatica a
partir de explantes foliares do clone P permitiram a observagao de uma maior capacidade
embriogénica deste gendtipo, comparativamente ao C1 (Martins, 2012; Pereira, 2014).
Os resultados aqui apresentados acrescentam ainda que, comparativamente ao outro clone
testado, ao genotipo P pode estar associada uma melhor capacidade de tolerar as
condicBGes de stresse criadas pelas diferentes concentracfes de aclcar. A sacarose
constitui a fonte de carbono mais utilizada para a inducdo de embriogénese soméatica em
diferentes espécies, incluindo o medronheiro (Gaj, 2004; Gomes & Canhoto, 2009).
Anthony et al. (2004) também testou o efeito de diferentes quantidades de acgUcares na
embriogénese somatica de outra ericacea, Leucopogon verticillatus. De forma semelhante
ao apresentado neste trabalho, o referido autor observou um incremento no nimero de
embribes somaticos com o aumento da concentracdo de sacarose (2%, 3%, 4%),
verificando-se, também, taxas de formacéo de calo relativamente homogéneas nos varios

tratamentos.

A reduzida resposta embriogénica obtida em ambos os gendtipos, quando
expostos a combinacdo de sacarose e manitol, podera indicar que as quantidades usadas
foram de tal ordem que os explantes ndo as conseguiram tolerar, o que pode ter levado a
plasmolise das células. Outros trabalhos indicam que o manitol é menos eficaz na inducao
de embriogénese somatica em espécies como Cucumis sativus e Nicotiana tabacum,
chegando mesmo a impedir a formacéo de calos e embrifes (Lou & Kako, 1995). Face
estes dados, seria interessante testar a ac¢do do manitol com outras fontes de carbono de
forma a perceber se este podera ser usado eficazmente na estimulacdo da embriogénese
somatica. Outra alternativa seria, ao invés de sujeitar os explantes a concentracdes
elevadas de acucares durante longos periodos de tempo, exp6-los igualmente a

quantidades elevadas mas durante um periodo relativamente reduzido.
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Os diferentes metodos de propagacao desenvolvidos ao longo dos anos constituem
uma ferramenta essencial para programas de melhoramento, na medida em que permitem
a regeneracgdo de novos individuos geneticamente idénticos. Com o desenvolvimento das
técnicas de propagacdo in vitro muitas das complicacGes associadas as formas de
propagacdo mais convencionais foram ultrapassadas, permitindo uma maior rentabilidade

econdmica quando aplicadas a comercializacdo de certas espécies.

S&o varias as técnicas associadas a cultura de tecidos vegetais in vitro, desde a
embriogénese somatica a proliferacdo de meristemas. A variacdo somaclonal, vitrificacdo
dos rebentos regenerados em meio liquido e a dificuldade de enraizamento dos mesmos
constituem obstaculos consideraveis na micropropagagdo do medronheiro e que deverao
ser considerados em estudos futuros. O enraizamento e aclimatizacdo das plantas
regeneradas sdo a Ultima etapa da propagacéo in vitro e constitui, muitas vezes, um passo

problematico que poderé originar consequéncias econémicas consideraveis.

Dada a importancia da existéncia de protocolos eficazes para micropropagacéo do
medronheiro, este trabalho procurou aperfeicoar a cultura in vitro, testando o efeito que
diferentes elementos adicionados aos meios de cultura poderdo induzir no sucesso das

mesmas.

O efeito que as AGPs poderdo induzir na cultura in vitro de varias espécies
vegetais tem sido alvo de estudo desde os anos 80, no entanto, até a data ndo existem
quaisquer registos do seu uso para a propagacdo de espécies da familia Ericaceae. Neste
trabalho verificou-se que a exposicdo dos explantes a concentracfes de 4 mg/L e 8 mg/L
de AGP estimulou a proliferacdo e desenvolvimento dos rebentos emergentes. O pré-
tratamento das AGP com endoquitinases poderd aumentar ainda mais a eficacia destas
macromoléculas. Concluiu-se ainda que, através do enraizamento in vitro e ex vitro dos
rebentos obtidos, a assimilacdo da AGP pelos tecidos do medronheiro ndo interferiu com
a formacéo e desenvolvimento das raizes. Este ensaio mostrou ainda que o sistema de
enraizamento ex vitro usado constitui um método eficaz e que podera ser usado como

uma alternativa mais simples e econémica no medronheiro.

Ainda que se tenha verificado uma maior eficécia da tioureia na proliferacdo dos
meristemas, relativamente a ureia, ndo foram encontradas diferengas significativas
comparativamente aos valores obtidos no controlo. Estes resultados podem ser

melhorados com a incorporagdo de outros compostos azotados. Em estudos futuros deve-
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se ter em conta o efeito que a libertacdo de iGes de hidrogénio, como resultado do
metabolismo da ureia, pode exercer no pH do meio, afectando a disponibilidade dos
elementos do meio de cultura e, eventualmente, o transporte polar de auxinas, um
mecanismo fisiolégico que € responsavel pelo controlo de muitos processos de

desenvolvimento.

As citocininas sdo j& conhecidas pelo seu efeito na estimulacdo do
desenvolvimento das plantas. Neste trabalho também se avaliou o efeito que outras
hormonas, da mesma classe, poderdo demonstrar. A citocinina BAP é normalmente usada
para a proliferagio do medronheiro, tanto em meio liquido como solido, mas a
substituicdo desta pela zeatina produziu melhores resultados. No entanto, a cultura com
zeatina resultou na formacdo de calos, aparentemente morfogénicos, por isso, serdo
necessarios estudos mais detalhados, de forma a determinar se a ocorréncia destes calos
poderd afectar o normal desenvolvimento dos rebentos. Futuramente, devem ser
realizados ensaios de campo com 0s rebentos obtidos da proliferacdo de meristemas. Sé
dessa forma se podera ter uma melhor perspectiva da qualidade das plantas obtidas e
concluir sobre o potencial que as diferentes condices testadas poderdo exercer na

optimizagéo dos protocolos de propagacdo do medronheiro.

Dos ensaios de embriogénese somatica obtiveram-se taxas de inducéo
relativamente reduzidas, o que acabou por também se traduzir num ndmero reduzido de
embrides. A resposta embriogénica dos diferentes explantes verificou-se bastante
heterogénea. A exposicao dos explantes foliares do clone P a 9% sacarose induziu um
aumento significativo do nimero de embrides somaticos. A combinacdo de sacarose com
manitol levou a uma diminuicdo acentuada no nimero de embriBes. A exposicdo a
concentracdes mais elevadas de sacarose, ou outras combinacdes diferentes de fontes de
carbono, podera ajudar a perceber se as condi¢Ges de stresse induzidas poderdo ser usadas

de forma eficiente na inducdo da embriogénese somatica.
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