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RESUMO

Corema album (camarinha) e Crithmum maritimum (funcho-do-mar) sdo duas espécies vegetais

gue integram a flora do litoral portugués, nomeadamente a zona dunar de Moledo do Minho.

O conhecimento sobre as plantas e os seus beneficios nutricionais e terapéuticos tém incitado a
investigacdo cientifica, tanto no ambito da propagac¢do como da identificacdo de propriedades
bioquimicas, com o intuito de procurar novos compostos fitoquimicos que possam contribuir de
forma ativa para a regulacdo dos sistemas vitais do organismo e prevencdo do desenvolvimento

de determinadas doengas.

O objetivo principal da presente dissertagdo prendeu-se com a micropropagacdo e
caracterizacdo bioquimica das espécies C. album e C. maritimum. O trabalho de investigacao
consistiu na otimizacdo de protocolo de propagacdo in vitro de C. album e C. maritimum, bem
como na caracteriza¢do de compostos bioativos produzidas pelas plantas, nos varios estadios
fenolégicos, onde foram avaliados parametros quimicos como o teor de humidade, teor de

gordura, teor de compostos fendlicos totais, flavonoides e taninos.

Os resultados obtidos nos ensaios de micropropagacdo demonstraram que a espécie C. album
apresenta consideravel regeneragao de rebentos em meio de cultura WPM suplementado com
cinetina (1 mg/L) e 2iP (2mg/L). No que concerne a espécie C. maritimum, n3o se observou
formacdo de gomos foliares, mas verificou-se intensa formacdo de tecido radicular em meio de

cultura MS suplementado com BA (0,5 mg/L) e NAA (0,1 mg/L).

No que diz respeito a caracterizac¢do fitoquimica de C. album, os dados revelam que, nos extratos
ceténicos, a composicao fitoquimica é significativamente influenciada pela data da colheita,
verificando-se uma diminui¢do da quantidade de compostos fendlicos totais e de taninos e uma
tendéncia de aumento dos flavonoides totais entre dezembro e julho. Relativamente a C.

maritimum, constataram-se diferencas significativas em funcdo da data de colheita, verificando-

se um aumento na concentragdo dos compostos fendlicos totais, flavonoides e taninos totais,

com a aproximagao do verao.

Com a realiza¢do deste estudo pode concluir-se que a camarinha e o funcho-do-mar sao espécies
vegetais portadoras de um grande potencial em diversos compostos bioativos, com elevados
beneficios para a saude dos consumidores e passiveis de utilizacdo na industria farmacéutica,

agroalimentar e cosmética.

Palavras chave: Corema album, camarinha, Crithmum maritimum, funcho-do-mar,

micropropagacao, fenologia, caracterizagao fitoquimica, compostos bioativos.



ABSTRACT

Corema album and Crithmum maritimum are two plant species that are part of the flora of the

Portuguese coast, namely the dune area of Moledo do Minho.

The knowledge about plants and their nutritional and therapeutic benefits has spurred scientific
research, both in the field of plant propagation and on the identification of biochemical
properties, in order to search for new phytochemical compounds that can actively contribute to
the regulation of the body's vital systems and the prevention of the development of certain

diseases.

The main objective of this work was the establishment of a micropropagation protocol from C.
album and C. maritimum plants, as well as the characterization of the in vivo plants. For the last,
bioactive compounds such as phenolic compounds, flavonoids and tannins were quantified from
plants at different phenological stages. Also, the moisture and fat contents of both plant species

were evaluated.

Micropropagation results showed that Corema album plants present high capacity of shoot
regeneration in WPM medium supplemented with kinetin (1 mg/L) and 2iP (2 mg/L); while for
C. maritimum, no leaf bud formation was observed, but there was an intense root development

in MS medium supplemented with BA (0.5 mg/L) and NAA (0.1 mg/L).

For ketonic extracts the phytochemical composition of C. album plants is significantly influenced
by the harvest date. Between December and July, it is registered a decrease in the amount of

total phenolic compounds and tannins, but an increasing trend is seen in total flavonoids.

Generally, there is a significant increase in the concentrations of all bioactive compounds from
January to May in the extracts of C. maritimum plants. Plant phenological stages significantly
influence the phytochemical composition of this species, with an increase of phenolic

compounds, flavonoids and tannins in the flowering phase.

From this study it can be concluded that C. album and C. maritimum because of the bioactive
compounds that they produce, are plant species with a great potential for the high health
benefits for consumers and suitable for use in the pharmaceutical industry and the agro-food

and cosmetic industries as well.

Keywords: Corema album, camarinha, Crithmum maritimum, sea fennel, micropropagation,

phenology, biochemical characterization, bioactive compounds.
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1. INTRODUCAO

A linha de costa de Portugal continental tem uma extensdo aproximada de 987 km de
comprimento. Cerca de 48 % é constituida por arribas rochosas e 42 % por litoral baixo e
arenoso, apresentando uma grande diversidade litoldgica, morfolégica, bioldgica e paisagistica

(IPMA, 2018). Desta extensdo, aproximadamente metade é pontuada por ecossistemas dunares.

As dunas sdo o resultado da interagao entre o vento, a areia e a vegetagao. A areia é arrastada
pelo vento até ser retida por um determinado obstaculo, onde se vai acumulando e sendo
lentamente povoada por plantas pioneiras da orla costeira. As dunas sdo estruturas geoldgicas
importantes para diversos ecossistemas, uma vez que sao responsaveis pela transicao entre o
ambiente marinho e o meio terrestre, servindo de protegao as transgressées do nivel do mar,
evitando a contaminacgdo dos aquiferos continentais pela dgua salgada, a salinizagdao dos solos,

a destruicdo de infraestruturas humanas e a abrasdao maritima das falésias.

Os ecossistemas dunares possuem caracteristicas edaficas e microclimaticas que exigem uma
grande especializacdo das comunidades vegetais que os colonizam, sendo estas cada vez mais
especializadas a medida que se avanga em dire¢dao ao mar (Silva, 2006). Quanto maior a
proximidade ao mar, maior é a salinidade, a mobilidade das areias e a velocidade do vento,
diminuindo a temperatura média anual. As plantas associadas a este ecossistema, fixam a areia
com as suas raizes e possuem uma elevada resisténcia a salinidade, as grandes amplitudes

térmicas, ao excesso de luminosidade e a falta de dgua doce (Silva, 2006).

Nas dunas primdrias podem ser encontradas espécies como o Cordeiro-da-praia (Otanthus
maritimus L.), o Feno-das-areias (Elymus farctus Simonet e Guinochet), o Estorno (Ammophila
arenaria L.), a Morganheira-das-praias (Euphorbia paralias L.), o Cardo-maritimo (Eryngium
maritimum L.) e o Funcho-do-mar (Crithmum maritimum L.). J& nas dunas secunddrias,
enriquecidas por matéria organica, encontram-se espécies como o Narciso-das-areias
(Pancratium maritimum L.) ou a Madorneira (Artemisia crithmifolia L.), enquanto nas dunas
tercidrias se instalam espécies como a Camarinha (Corema album L.) e o Pinheiro-manso (Pinus

pinea L.).

A vegetacdo mediterranica, em especial a vegetacdo dunar portuguesa, detém uma elevada
importancia dado a sua antiguidade (Silva, 2006). As glaciacGes do Quaternario, menos severas
em Portugal do que noutros locais da Europa, permitiram a sobrevivéncia de um grande nimero

de espécies do Cenozoico que se extinguiram no resto do continente europeu (Jansen, 2002).



Neste ambito, para o estudo em causa, foram selecionadas duas espécies vegetais cujo habitat
é o ecossistema dunar da praia de Moledo do Minho: Camarinha (Corema album L.) e Funcho-

do-mar (Crithmum maritimum L.).

O presente trabalho de investigagao teve como objetivo a caracterizagao bioquimica de plantas
da espécie Corema album e da espécie Crithmum maritimum colhidas na regido de Moledo,

assim como o estabelecimento de protocolos de micropropagacdo das mesmas.
Desta forma, os propdsitos da investigacdo pendem-se com:

= definir um protocolo de desinfecdo adequado a micropropagacdo de cada uma das
espécies;

= avaliar a regenerac¢ao de explantes de Corema album em meio de cultura WPM com
diferentes concentracdes de cinetina;

= avaliararegeneragao de explantes de Crithmum maritimum em meio de cultura MS com
diferentes concentragdes de BA e NAA;

= estimar os teores de humidade e gordura em plantas de Corema album e de Crithmum
maritimum;

= avaliar o teor de compostos bioativos (fendlicos totais, flavonoides e taninos) em

plantas de Corema album e de Crithmum maritimum.



2. ENQUADRAMENTO TEORICO

2.1. Micropropagacao

A tecnologia nas ciéncias bioldgicas possui um papel fundamental na multiplicacdo e no
melhoramento genético de plantas, através da utilizacdo de praticas de regeneracao in vitro e
de transformacdo genética (Bhatia e Sharma, 2015). Conhecem-se diversas espécies que
produzem compostos de elevado interesse, mas que sdo dificeis de cultivar (Mulabagal e Tsay,
2004; Rates, 2001) e que a sintese quimica dos compostos derivados das mesmas é
frequentemente invidvel economicamente (Oksman-Caldentey e Inzé, 2004). Para além disso, a
colheita descontrolada de plantas em habitats naturais tem levado a que algumas espécies se
tornem cada vez mais raras e em perigo de extin¢do, sendo a sua protecao urgente (Liao et al.,
2006). Assim, a micropropagacao tornou-se uma ferramenta basilar na multiplicagdo vegetativa,

podendo resolver alguns dos problemas referidos.

O termo foi utilizado pela primeira vez por Hartman e Kester (1975) e passou a ser empregue
para definir os processos de propagacao vegetativa na cultura de tecidos vegetais. Esta técnica
utiliza pequenas secc¢bes de tecidos ou érgdos, denominados explantes, removidos de um
orgdo/planta dadora, desinfetados e cultivados assepticamente em meio de cultura liquido ou
solido, geralmente quimicamente definido, sob condicdes ambientais controladas (Flickinger,
2010). A micropropagacao baseia-se na capacidade de totipoténcia apresentada pelas células
vegetais, onde a diferenciacdo é reversivel. A maioria das células diferenciadas mantém a
capacidade de se desdiferenciar e adquirir um estado meristematico, podendo posteriormente
ocorrer a diferenciacdo das células descendentes e, via organogénese/embriogénese originar-

se uma planta completa (Bhojwani e Razdan, 1996).

Dependendo do material inicial e da resposta obtida, os métodos de micropropagacdo de
plantas podem resultar na proliferacdo de meristemas existentes no explante inicial, na inducao
da organogénese ou na formagdo de embrides somaticos. Vérios autores (Murashige (1974) e
Debergh e Maene (1981)), propuseram a divisdo de um processo de cultura de tecidos vegetais

em cinco fases distintas:

etapa 0 — selegdo da planta-matriz/planta-mae;
etapa 1 — estabelecimento do explante in vitro;
etapa 2 — multiplicacao;

etapa 3 —alongamento e enraizamento;

etapa 4 — aclimatizagao.



A micropropagac¢ao apresenta algumas vantagens comparativamente aos métodos de cultura
tradicionais, nomeadamente: a produc¢do um elevado niumero de plantas num espaco e periodo
de tempo relativamente reduzidos (Debnath et al., 2006); a conservacao de gendtipos de “elite”,
raros e/ou economicamente importantes (Rani e Raina, 2000); a producdo de uma elevada
guantidade de plantas com caracteristicas semelhantes as da planta m&e (tamanho, forma, cor
das flores, presenca e concentragao de metabolitos) (Suman, 2017) e a producgdo de plantas em
condicbes de cultura (luz, temperatura e humidade) constantes e controladas, ou seja, sem
estarem sujeitas as condi¢Ges atmosféricas, estacdo do ano ou condi¢cGes ambientais (Mehrotra

etal., 2007).

No entanto, este processo revela potenciais desvantagens. Sdo exemplo disso os elevados
custos de produgdo, maioritariamente derivados do custo da mao-de-obra (Etienne e Berthouly,
2002); os problemas de contaminacdo, quer endégena ou induzida durante o processo (Leifert
et al., 1994); os niveis de variacdo somaclonal, por vezes, superiores aos aceitaveis (Bairu et al.,
2011; Miguel e Marum, 2011) e a taxa de sobrevivéncia reduzida das plantulas durante a etapa

de aclimatizagdo (Chandra et al., 2010).

O sucesso da cultura de células e tecidos vegetais como estratégia de propagacao de plantas é
particularmente influenciado pela composicdo do meio de cultura selecionado (George et al.,
2008). O meio de cultura utlizado na micropropagacao é habitualmente constituido por
macronutrientes, micronutrientes, vitaminas, aminoacidos ou outros suplementos de azoto,
acucares como fonte de energia e carbono, outros suplementos organicos indefinidos, agentes
de gelificacdo e reguladores de crescimento ou fitorreguladores, que mimetizam as hormonas
vegetais produzidas pelas proprias plantas (Torres, 1989). Os reguladores de crescimento
incluem cinco classes de hormonas vegetais: auxinas, citocininas, giberelinas, etileno e acido

abscisico (Poonam et al., 2014).

Os meios de cultura podem apresentar-se sdélidos ou liquidos, consoante possuem na sua
composicdo um agente gelificante (dgar ou goma gelana) ou ndo. As culturas vegetais
desenvolvidas em meios sélidos sdao mantidas estdticas em recipientes de vidro ou plastico, logo
somente a parte inferior da superficie do explante, érgdo ou tecido estad em contato com o meio
de cultura. Esta situacdo, pode levar a um gradiente de nutrientes e de produtos residuais do
metabolismo, entre o meio de cultura e os tecidos, a medida que o crescimento avanca (George
et al. 2008). No que diz respeito ao meio de cultura, para além da sua composi¢ao ser
fundamental também o valor do pH é um outro fator limitante no sucesso da micropropagacao.
De uma forma genérica, os valores de pH mais recomendados para a cultura in vitro na maioria

das plantas situa-se entre 5,5 e 5,8 (George, 1993; Ostrolucka et al., 2010).



Existem vdrios meios de cultura sélidos descritos, entre eles o WPM para plantas lenhosas (Lloyd
e McCown, 1980), contudo, o meio Murashige e Skoog (MS) (Murashige e Skoog, 1962) continua

a ser o mais comumente utilizado.

Apds ainoculacdo, o material vegetal devera ser mantido sob condi¢des ambientais controladas,
de modo a atingir um crescimento 6timo, nomeadamente condi¢Ges de temperatura estaveis,
evitando flutuagdes superiores a + 0,3°C, humidade relativa geralmente elevada durante a
culturain vitro (= 98) e luz com baixa intensidade e ajustavel em termos de quantidade e duracdo

do fotoperiodo (dias longos, dias neutros ou dias curtos) (Bhatia e Sharma, 2015).

Para além da selecdo do meio de cultura e das condi¢des de incubacdo, outros fatores como a
escolha das plantas-mae (plantas-stock, plantas-dadoras, plantas-matriz ou plantas de elite), é
fundamental no processo de micropropagacdo. A parte da planta da qual os explantes sdo
obtidos, depende do tipo de cultura a ser iniciada, do propdsito da cultura e das espécies
vegetais a serem utilizadas (George et al., 2008). Estas sdo selecionadas com base nas
carateristicas desejaveis para a sua multiplicacdo em grande escala (Bhatia e Sharma, 2015) e
envolve a recolha e/ou preparagdo da planta-mae, de modo a fornecer explantes de qualidade

para um melhor estabelecimento em condi¢Ges assépticas (Bhojwani e Razdan, 1996).

O objetivo crucial da etapa de estabelecimento de uma cultura de plantas in vitro centra-se na
obtengdo de uma cultura vegetal em condi¢Ges assépticas com uma percentagem satisfatéria
de explantes que sobreviva e apresente um rapido crescimento (Murashige, 1974). Acaros,
fungos, leveduras e bactérias tém sido descritos como os mais frequentes agentes
contaminantes em culturas in vitro de plantas (Blake 1988; Enjalric et al. 1987; Leggat et al. 1988;
Leifert et al. 1989), embora a presenca de bactérias seja considerada a forma mais grave de
contaminacdo, podendo conduzir a taxas reduzidas de multiplicacdo e enraizamento, ou até

mesmo a morte das culturas vegetais (Leifert et al. 1989).

A proliferacdo de agentes contaminantes é potenciada no meio de cultura (Bertoncelli et al.
2009), os quais competem com os tecidos vegetais pelos nutrientes (Odutayo et al. 2007). Uma
vez estabelecidos no meio de cultura, os contaminantes podem apresentar um crescimento
rapido, conduzindo a uma deplecdo dos nutrientes e produzindo toxinas que afetam os
explantes (Guri e Patel, 1998). Assim, torna-se um verdadeiro desafio conseguir a obtencdo de
protocolos de desinfecdo eficientes na eliminacdo destes agentes contaminantes sobretudo,
guando se iniciam protocolos de micropropagacdao com material vegetal in vivo, ou seja,

explantes retirados de plantas colhidas na Natureza.



Na etapa de multiplicagdo, é dada primazia a proliferacdo de 6rgdos e estruturas, que sdo
capazes de formar plantas completas (Sathyanarayana e Verghese, 2007), podendo ser
aperfeicoada através da adicdo dos reguladores de crescimento. Um exemplo serda a
suplementagdo do meio de cultura com citocinina isolada ou combinada com uma pequena
quantidade de auxina, no entanto, e até ao momento, a presenca e a quantidade destes
reguladores de crescimento é empiricamente determinada, uma vez que depende de varios
fatores, entre eles a espécie vegetal em estudo (Sathyanarayana e Verghese, 2007). Em casos
especificos em que os rebentos ndo possuem dimensdes adequadas (geralmente < 1cm), a
multiplicacdo pode ser seguida de uma subfase denominada alongamento, na qual os rebentos
adquirem um tamanho superior devido a agao de agentes como as giberelinas, tornando-se mais

resistentes para o enraizamento (Canhoto, 2010; Shani et al., 2013).

2.2. Metabolismo vegetal e compostos bioativos

O metabolismo refere-se ao conjunto de reagGes quimicas que ocorre permanentemente nas
células e que sdo responsaveis pela degradacdo e sintese de compostos quimicos fundamentais

utilizados no crescimento e desenvolvimento dos organismos.

Todos os seres vivos possuem um metabolismo geral comum designado metabolismo primario,
gue tem como objetivo a sintese de compostos essenciais para a sobrevivéncia das espécies
(Santos, 2001). Nas plantas, o metabolismo primario compreende os processos quimicos
universais responsdveis pelo seu crescimento, desenvolvimento e reproducdo, estando
relacionado com fendmenos de obtencdo de matéria organica, obtencdo de energia e

reproducdo celular, entre outros.

Em contrapartida, o metabolismo secundario estd restrito a processos quimicos, por vezes
Unicos para uma dada espécie ou familia, que mesmo nao sendo imprescindivel a sobrevivéncia
da planta, permite-lhe produzir compostos que sdao fundamentais na defesa e protecdo da
planta contra qualquer dano ecolégico (Samuni-Blank et al., 2012). Assim, os metabolitos
secunddrios tém origem no processo de conversdo da energia luminosa em energia quimica,
permitindo que a planta responda a diferentes fatores ambientais, quer bidticos ou abidticos,
possibilitando a comunicacdo e a interacdo com diferentes organismos, atraindo-os ou
repelindo-os, sustentando-os ou destruindo-os (Castro et al., 2005; Maraschin e Vepoorte,
1999). Devido as suas caracteristicas, estes compostos apresentam valor comercial para a
industria farmacéutica, para a industria alimentar, agrondmica, cosmética, entre outras (Simdes

etal., 2010).



De acordo com Croteau et al. (2000), os compostos bioativos das plantas podem ser divididos
em trés grupos principais: os terpenos, que provém da via do acido mevalénico e da via ndo-
mevalonato; os alcaloides, que sdo produzidos a partir de aminodacidos aromaticos (via do acido
chiquimico) e de aminodcidos alifaticos (provenientes do ciclo do acido tricarboxilico); e os
compostos fendlicos, que sdo sintetizados através da via do acido chiquimico e da via do acido

maldnico.

Os compostos de cada um dos referidos grupos apresentam caracteristicas estruturais
particulares decorrentes da forma como sao sintetizados. Na figura 1 encontra-se exemplificada

a origem biossintética dos metabolitos secundarios.
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Figura 1. Esquema representativo das vias de sintese dos trés principais grupos de compostos bioativos
das plantas (Fonte: Aguiar, 2017).

2.2.1. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos, também designados de polifendis, sdo produtos do metabolismo
secunddrio das plantas, constituindo um dos grupos mais numerosos e amplamente distribuidos
no reino vegetal. Em geral, estes metabolitos possuem um papel importante na fisiologia e na

morfologia das plantas, sendo fundamentais, quer na sua protecdo contra

predadores/herbivoros e agentes patogénicos, quer na atribuicido de determinadas
caracteristicas organoléticas as frutas e aos vegetais (Bravo, 1998; Balasundram et al., 2006;
Aguiar, 2017). Os compostos fendlicos nao se distribuem uniformemente nas plantas, ou seja,

os fendlicos insoluveis fazem parte da constituicdo das paredes celulares, enquanto os fendlicos



solUveis sdo compartimentados dentro dos vacuolos das células vegetais. Ao nivel dos tecidos,
as camadas externas das plantas contém niveis mais elevados de fendlicos do que as que se
localizam nas suas partes internas. Os fendlicos da parede celular, como as ligninas e os acidos
hidroxicinamicos, contribuem para a resisténcia mecanica das paredes celulares, desempenham
um papel regulador no crescimento e morfogénese das plantas, bem como na resposta celular

ao stresse e aos agentes patogénicos (Shahidi e Naczk, 2004).

Os compostos fendlicos podem ser divididos em compostos flavonoides e ndo-flavonoides. Os
principais representantes destes compostos sdo os flavonoides, subdivididos em flavondis,
flavonas, flavandis, flavanonas, antocianinas e isoflavonas. Os ndo-flavonoides subdividem-se
em acidos fendlicos (acidos hidroxibenzdicos ou acidos hidroxicinamicos), estilbenos, cumarinas
e taninos hidrolisaveis e complexos (Oliveira, 2014). Do ponto de vista nutricional, os acidos
fendlicos sdo os que apresentam maior interesse, devido as suas propriedades antioxidantes

(Soares, 2002; Crozier et al., 2006).

Estruturalmente, os compostos fendlicos apresentam um anel aromatico ligado a um ou mais
grupos hidroxilo (figura 2), podendo variar desde moléculas fendlicas simples, como os acidos
fendlicos, até compostos altamente polimerizados como os taninos (Bravo, 1998; Crozier et al.,

2006; Aguiar, 2017).

OH

Figura 2. Estrutura quimica de um fenol simples (Adaptado de Bravo, 1998).

Na natureza, os compostos fendlicos encontram-se maioritariamente associados a mono ou
polissacarideos, que podem estar ligados a um ou mais grupos fendlicos. A associagdo destes
compostos com acidos organicos, aminas e lipidos também tém sido encontrados na natureza
(Balasundram et al,, 2006; Aguiar, 2017). Dada a sua grande diversidade estrutural, os

compostos fendlicos sdo agrupados em varias classes, como se pode verificar na figura 3.
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Figura 3. Classificagdo dos compostos fendlicos nas diversas subclasses (Adaptado de Oliveira, 2014).

2.2.2. Flavonoides

Os flavonoides sdo caracterizados por possuirem uma estrutura bdsica Ce-C3-Cs e por
constituirem o maior grupo de compostos fendlicos presentes na natureza, representando mais
de metade do total de polifendis que ocorrem na natureza (Balasundram et al., 2006; Crozier et
al., 2006). Nas plantas, os flavonoides desempenham um papel fundamental na defesa contra
os herbivoros e agentes patogénicos, devido as suas propriedades fungicidas e bactericidas,
(Heim et al., 2002) bem como na protegao contra a radia¢ao ultravioleta (Harborne e Williams,
2000). Desempenham ainda um papel importante na biologia vegetal por responderem a luz e
controlarem os niveis de auxinas reguladoras do crescimento e diferenciacdo das plantas. Sdo
igualmente essenciais na fixacdo de metais como o ferro e o cobre e conferem coloragdo as
plantas podendo, desta forma, contribuir para os fendmenos de polinizacdo (Martinez-Flérez et
al., 2002). Estes compostos encontram-se em grande quantidade nas folhas, sementes, flores e

frutos tendo ja sido identificados mais de 4000 flavonoides (Heim et al., 2002).

N

Relativamente a sua estrutura, os flavonoides sdao compostos de baixo peso molecular
constituidos por dois anéis aromaticos (A e B) unidos por uma cadeia alifatica de trés carbonos,
normalmente na forma de um anel heterociclico (C) (figura 4) (Bravo, 1998; Balasundram, et al.,

2006).
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Figura 4. Estrutura quimica basica e sistema de numeragdo dos flavonoides (Fonte: Balasundram et al.,

2006).

Como mencionado acima, e de acordo com as caracteristicas quimicas e biossintéticas dos
flavonoides, estes podem ser classificados em flavondis, flavonas, flavanonas, isoflavonas,

flavandis e antocianidinas (Crozier et al., 2006).

De entre os flavonoides, as antocianinas estdo associadas a varios efeitos benéficos para a
saude, como resultado da sua acdo antioxidante, anticancerigena, antimicrobiana, anti-
glicémica e antivirica (Hou, 2003; Hidalgo et al., 2012). Na planta sdo também responsdveis por
conferirem a cor a maioria das flores, frutos e tubérculos, sobretudo tonalidades que variam
entre vermelho, laranja e roxo, de acordo com condicdes intrinsecas da planta (por exemplo, o
pH) e da interagdo das mesmas com outros compostos (Manach et al., 2004; Sass-Kiss et al.,

2005).

Nos alimentos, as antocianinas encontram-se, principalmente, nas frutas, vinho tinto, sumos de
uva e em alguns vegetais, nomeadamente beringelas, repolhos, cebolas e rabanetes (Manach et
al., 2004; Sass-Kiss et al., 2005). Nos frutos sdo, maioritariamente, encontradas na
casca/pelicula, com excec¢do de alguns frutos vermelhos, como a cereja e os morangos, onde sdo

encontradas na polpa, (Manach et al., 2004; Sass-Kiss et al., 2005).

Os flavonoides ndo sdo sintetizados no organismo humano tendo, por isso, obrigatoriamente
gue ser obtidos pela dieta, através da ingestdo de alimentos de origem vegetal que os

contenham, ou de suplementos alimentares (Cao et al., 1997).
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2.2.3. Taninos

Os taninos sdo compostos de elevado peso molecular e sdo os principais responsaveis pela
sensacdo de adstringéncia nos frutos, apresentando um papel fundamental na definicao das
propriedades sensoriais dos frutos frescos e produtos derivados (Soares, 2002; Jimenez-Garcia
et al., 2012). Atendendo a sua estrutura, estes podem ser classificados em dois grupos: taninos

hidrolisaveis e taninos condensados ou proantocianidinas (Soares, 2002).

Os taninos hidrolisaveis (constituidos pelos galotaninos e elagitaninos), apresentam uma
estrutura comum formada por um poliol como nucleo central (geralmente a D-glucose), cujos
grupos hidroxilos se encontram total ou parcialmente esterificados por grupos fendlicos
(Khanbabaee e van Ree, 2001; Soares, 2002; Falcdo e Araujo, 2011). Os galotaninos sdo os
taninos hidrolisaveis mais simples, menos abundantes na natureza e podem ser descritos como
esteres do acido gélico e/ou do acido digalico. O tanino hidrolisavel mais conhecido é o acido
tanico (figura 5). Os elagitaninos sdo taninos constituidos por um poliol central ligado a pelo
menos uma unidade de acido hexahidroxidifendico. Por hidrdlise, este acido fica livre e
converte-se espontaneamente em acido eldgico. Os elagitaninos sdo muito mais comuns na
natureza do que os galotaninos, sendo os principais taninos presentes em espécies vegetais

(Khanbabaee e van Ree, 2001).
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Figura 5. Estrutura quimica do acido tanico (Fonte: Bravo, 1998).

Os taninos condensados ou proantocianidinas podem ser oligoméricos ou poliméricos, soltveis
ou insollveis em agua, e sdo formados pela condensagdo sucessiva de duas a mais de cinquenta
unidades de flavan-3-ol (flavandéis), como por exemplo: catequina, epicatequina, galocatequina,

epigalocatequina (Khanbabaee e van Ree, 2001).
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Apesar dos efeitos benéficos que os taninos podem trazer para a salde (reconhecidos pela sua
atividade antioxidante) (Monteiro et al., 2005; Barbosa, 2014), estes podem ser considerados
compostos anti nutricionais (quando ingeridos em grandes quantidades), uma vez que se ligam
fortemente aos grupos -NH das proteinas e dos péptidos, evitando assim a sua hidrélise e

dificultando a digestdo gastrica (Shahidi e Naczk, 2004).

Os taninos tém vindo a ser cada vez mais valorizados por parte indUstria, sendo utilizados na
preparacdo de floculantes para o tratamento de aguas, na industria de curtimento, na obtencéo
de polimeros naturais, na estabilizacdo de cerveja e na sintese de produtos farmacéuticos (Silva

e Silva, 1999; Battestin et al., 2004; Oliveira, 2016).

2.3. Importancia das plantas das espécies Corema album e Crithmum maritimum

As espécies vegetais em estudo, correspondem a vegetacdo que, para além do seu valor
intrinseco, constituem o habitat de alimentacdo, refugio e reproducdo da entomofauna,
avifauna, herpetofauna e fauna vertebrada terrestre associada as dunas, assumindo um papel
importante na manutencdo da biodiversidade e o equilibrio do ecossistema. E também
determinante na manutencgdo da dinamica geomorfolégica dos sistemas dunares litorais ativos,
uma vez que estas espécies contribuem para a prevencdo de fendmenos catastroficos,
participando na estabilizagao das dunas, e sendo essenciais para a formacao e retencao do solo.
Estas plantas prestam ainda informacao histérica e sdo de grande relevancia para a educacdo e

ciéncia (ICNB, 2022).

2.3.1. Espécie Corema album

0O nome Corema tem origem na palavra grega “Korema”, que significa “vassoura” (Gil-Lopez,
2011). Este nome reflete uma das principais fun¢des atribuidas aos ramos destes arbustos tal
como aconteceu com outros, nomeadamente a giesta. As populagdes rurais utilizaram ao longo
de vdrios séculos as plantas com densa e fina ramagem para servirem de vassouras (Ledn-

Gonzalez et al.,2012). Ja o restritivo especifico “aloum”, refere-se a cor branca do fruto.

Os frutos de Corema album sao consumidos na costa atlantica ibérica desde o periodo islamico
(frescos ou em compotas) e tém sido utilizados na medicina popular como antipiréticos e
antiparasitarios (Oliveira e Dale, 2012; Ledn-Gonzdlez et al.,2012). Estudos efetuados,
concluiram que estas bagas contém flavonoides, antocianinas e derivados fendlicos,

nomeadamente éster cafeico, acido benzoico e acido clorogénico (Leon-Gonzalez et al., 2013;
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Andrade et al., 2017) e s3o ricos em calcio (1673,50 + 199,13 mg/kg), e magnésio (1256,32 +
32,05 mg/kg) (Domingues, 2021).

Estes compostos sdo responsaveis por uma significativa capacidade antioxidante, que confere a
estes frutos propriedades fisioldgicas interessantes, particularmente como agentes preventivos
contra infe¢Ges urinarias (Jepson e Craig, 2007), disturbios cardiovasculares e neurolégicos
(Sesso et al., 2007; Fuentealba et al., 2011) ou cancro (Neto, 2011; Pappas et al., 2009; Seeram,
2008). O efeito antioxidante destes frutos é mediado pela regulacdo positiva da glutationa e por
enzimas celulares antioxidantes, bem como pela supressdo de espécies reativas de oxigénio

(Fuentealba et al., 2011).

Recentemente, em Portugal, num projeto liderado por Claudia Santos a decorrer na
Universidade Nova de Lisboa, foi identificado um composto da folha de camarinha, a genipina,
substancia promissora no tratamento da doenca de Parkinson. Os resultados demostram que a
genipina, retirada da camarinha, consegue proteger as células dos efeitos negativos da
agregacao da proteina alfa-sinucleina e prevenir os défices motores dai advindos em modelos
vivos. A agregacdo desta proteina no cérebro torna-se téxica e mata os neurdnios que sido
responsaveis pela producdo de dopamina, dando origem aos problemas relacionados com o
controlo de movimentos. O facto da genipina ser uma molécula de origem natural confere uma
maior seguranga e pode vir a servir como “molécula lider”, adquirindo um grande valor no

desenvolvimento de farmacos ou terapias (Rosado-Ramos et al, 2023; Publico, 2023).

Assim, a camarinha é uma espécie com potencial para vir a integrar o mercado dos pequenos
frutos, floricultura, industria agroalimentar ou farmacéutica, ndo sé pelo elevado valor nutritivo
e composicdao em antioxidantes dos frutos (Oliveira e Dale, 2012; Lima, et al., 2018; Simdes,
2018), mas também devido a composicao bioquimica das folhas da planta que, embora ndo

comestiveis, podem ter interessante aplicacdo na industria farmacéutica.

2.3.2. Espécie Crithmum maritimum

O termo Crithmum provem da palavra grega “krithe” para cevada, fazendo referéncia a
semelhanca das sementes do funcho-do-mar a grdos de cevada, enquanto a palavra
“maritimum” se refere ao seu habitat proximo ao mar (Atia et al., 20011). Esta planta foi
mencionada na obra “Rei Lear” de Shakespeare, onde este descreveu o perigoso habito de

colhé-la em penhascos no litoral (Shakespeare, 1606).

As plantas haldfitas encontram-se naturalmente adaptadas as condi¢Ges de alta salinidade do

solo e/ou da atmosfera. Estas constituem um excelente modelo para investigar os diferentes
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mecanismos de resposta das plantas ao stresse salino, a fim de melhorar a tolerancia ao sal.
Recentemente, ganharam ainda mais interesse, uma vez que algumas delas podem ser
consideradas fontes valiosas de compostos para a industria agroalimentar, cosmética ou

farmacéutica (Meot-Duros L. e Magné C., 2008).

O funcho-do-mar (Crithmum maritimum L.) é uma haldfita comestivel com diversos interesses
econdmicos devido ao seu alto teor em metabolitos secundarios, homeadamente em
flavonoides, carotenoides e vitamina C (Meot-Duros L. e Magné C., 2008). O fruto desta planta
€ rico em lipidos (cerca de 44% com base no peso seco), sendo o acido oleico o maior

constituinte (78,6% do total de acidos gordos) (Atia et al., 20011).

Crithmum maritimum, é hd muito utilizado como vegetal comestivel ou especiaria. Para além de
cozido, as suas folhas suculentas e galhos jovens, sdo frequentemente utilizados em saladas,
sopas ou conservados em vinagre e empregues como condimento (anexo 1). Esta erva aromatica
possui um sabor levemente salgado com algumas notas de aipo, seguido de notas leves de erva-
doce comum e casca de citrino verde com um sabor pungente (Renna e Gonnella, 2013). Este
vegetal foi esquecido durante muito tempo, mas nos ultimos anos foi redescoberto e tornou-se
um ingrediente marcante da culindria mediterranica (Ozcan et al., 2001; Male$ et al., 2003;

Renna e Gonnella, 2013).

O funcho-do-mar foi também amplamente utilizado na medicina popular como tdnico,
antimicrobiano, carminativo, diurético e usado no tratamento da obesidade, devido ao seu alto
teor em compostos biologicamente ativos, como a vitamina C, os acidos gordos dmega-3 e 6, 0
iodo, os carotenoides, os minerais, os acidos organicos e os fendlicos (Franke, 1982; Guil-
Guerrero e Rodriguez-Garcia, 1999; Atia et al., 2011; Siracusa et al., 2011). No passado, o seu
consumo protegia os marinheiros do escorbuto, atualmente, os dleos essenciais desta espécie

sdo utilizados em cosméticos (Atia et al., 2011; Jallali et al., 2014).

2.4. Caracterizacdo da espécie Corema album

Corema album (L.) D. Don, também designada como camarinheira ou simplesmente camarinha
e internacionalmente conhecida como Portuguese crowberry, é um arbusto selvagem perene,
pertencente a familia Ericaceae. Esta espécie desenvolve-se maioritariamente em sistemas
dunares (dunas secundarias e vales dunares), mas também pode ser encontrada em arribas, orla
de zimbrais ou subcoberto de pinhais préximos de sistemas dunares (Oliveira e Dale, 2012;

Alvarez-Cansino et al., 2010).
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A planta apresenta dimorfismo sexual, sendo a sua identificacdo facilitada entre julho e
setembro, pela presenca do fruto carnudo do tipo drupa comestivel, redondo e branco como
pérolas, de sabor agridoce. Os seus ramos libertam uma fragrancia semelhante a do mel e
possuem a capacidade de controlar a evapotranspiracdo de modo a manter o conteudo hidrico,
o que se revela de extrema importancia dado o habitat arido em que se desenvolve (Alvarez-

Cansino et al., 2010).

2.4.1. Taxonomia

A camarinha pertence ao dominio Eukarya (Archaeplastida), reino Plantae (Embryophyta),
divisdo Spermatophyta, Subdivisdo Magnoliophyta (Angiospermophyta), classe Magnoliopsida,
subclasse Asteridae, ordem Ericales, familia Ericaceae, género Corema e espécie Corema album

(UTAD - Jardim Botanico, 2023).

O género Corema é constituido por duas espécies: Corema conradii Torr. Ex Loud e Corema
album D. Don. A espécie Corema album, contém 26 cromossomas e inclui duas subespécies:
Corema album azoricum Pinto da Silva, nativa dos Agores e outra subespécie designada Corema
album album existente nos restantes locais (Andrade et al., 2017; Calvifio-Cancela, 2002;

Oliveira e Dale, 2012; Tutin et al., 1972).

2.4.2. Morfologia

A espécie C. album (figura 6) é um arbusto perene formado por diversos ramos que derivam de
um caule comum e que, em geral, ndo ultrapassa 1 m de altura (Oliveira e Dale, 2012; Tutin et
al.,, 1972). A espécie é geralmente descrita como sendo dioica, no entanto, também é
considerada subdioica dado as plantas masculinas, ocasionalmente, apresentarem
inflorescéncias com flores pistiladas e estaminadas. Os individuos hermafroditas sdo escassos e
presentes apenas nas popula¢gdes mais meridionais da area geogréfica da espécie, tendo sido
reportados em Asperillo (sudoeste de Espanha) e em Vila Real de Santo Antdénio (Sul de
Portugal). Um estudo levado a cabo ao longo de toda a area de distribuicdo natural desta
espécie, concluiu que a populacdo localizada em Asperillo apresentou uma proporc¢do de
individuos hermafroditas maior (1-4%), comparativamente a percentagem encontrada em Vila

Real de Santo Antdnio (<2%) (Zunzunegui et al., 2006).
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Figura 6. A - Aspetos descritivos de Corema album: a) habito em exemplar feminino frutificado; b) sec¢do
longitudinal de uma flor; c) fruto aberto; d-f) sementes; g) habito em exemplar masculino em flor; h)
detalhe da insergdo das folhas; i) ramo com as cicatrizes das folhas; j, k) folhas; 1) ramo com flores
masculinas; m, n) flores masculinas; ii) sépala; o) pétala; p) estame. (Fonte: Castroviejo et al., 1993.) B—
Habito da planta (Fonte: autor).

A planta masculina apresenta ramos mais eretos, em comparagdo com a planta feminina, a qual
possui ramos mais curtos e rasteiros (Oliveira e Dale, 2012). As raizes desta espécie sdo espessas
e dispersas, caracteristicas comuns com outras espécies da familia Ericaceae. O caule é castanho

escuro a cinzento.

As folhas sdo numerosas, lineares, oblongas, alternadas ou verticiladas, duras e possuem
dimensdes reduzidas (ericoides), com comprimento compreendido entre 6 a 10 mm e largura
de 1 mm (Tutin et al., 1972). Apresentam cor verde-escura, sdo brilhantes, glabras, possuem os
bordos revirados (sendo convexas superiormente e cdncavas inferiormente) e persistem por

apenas duas estagdes de crescimento (Castroviejo et al., 1993).
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As flores sdo de cor castanho-avermelhado, actinomorfas e possuem dimensdes reduzidas
(Oliveira e Dale, 2012). As flores masculinas dispGem-se em fasciculos terminais, mais ou menos
condensados e sdo providos de bracteas, enquanto as flores femininas sdo solitdrias ou
geminadas (Castroviejo et al., 1993) (figura 7). O nimero de flores por inflorescéncia pode variar
dependendo do sexo, no entanto, no maximo cada inflorescéncia apresenta 20 flores (Guitian
et al., 1997). A floracdo pode ocorrer entre o final do inverno e o inicio da primavera, mais

precisamente a partir dos primeiros dias de fevereiro estendendo-se até abril (Silva et al., 2021).

Figura 7. Flor feminina (A) e masculina (B) de Corema album (Fonte: autor).

A polinizagdo é anemofila e os frutos sdao bagas esféricas brancas ou branco-rosadas com
tamanho compreendido entre 5 a 8 mm de didametro (Andrade et al., 2017; Ledn-Gonzélez et
al., 2013; Oliveira e Dale, 2012). Os frutos possuem 2 a 4 sementes, sendo o mais comum 3
sementes, as quais apresentam um endocarpo espesso e lenhoso (Calvino-Cancela, 2002) (figura
8). O aparecimento do fruto verifica-se no verdo ou no inicio do outono, entre os meses de julho
e outubro, num periodo que corresponde a temperaturas elevadas, radiacdo intensa e auséncia

de chuva, particularmente nas dunas (Andrade et al., 2015; Diaz-Barradas et al., 2016).
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Figura 8. Planta em frutificagdo (A e B) e fruto de Corema album (C) (Fonte: autor).

2.4.3. Distribuicao geografica e ecologia

As espécies pertencentes ao género Corema sao endémicas, verificando-se a sua distribuigdo
geografica em ambos os lados do oceano atlantico. A espécie C. conradii desenvolve-se no Norte
da América, enquanto que a espécie C. album se encontra presente ao longo da costa sudoeste
da Europa, na Peninsula Ibérica, desde o noroeste de Espanha até ao sul de Gibraltar (Gil-Lopez,

2011) (figura 9). Esta espécie foi ainda naturalizada em Franca.
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Cabo Finisterra

Oceano Atlantico

Gibraltar

Figura 9. Area de distribuicdo de Corema album (Fonte: Marques, E., 2007).

As populagbes de C. album encontram-se distribuidas ao longo de 1500 km, que vdo desde
Camarifas (A Corunha, Espanha) até a sua localizagdo mais austral em Punta Camarinal (Cadiz,
Espanha), extremos que, tendo em conta as suas denominagGes, nos fazem crer que os seus
toponimos tiveram origem na abundancia deste arbusto nestas zonas (Fernandez, 1988). E
relativamente facil encontrar muitas outras localidades na costa oeste peninsular com
toponimias resultantes da presenca da camarinha, como por exemplo Casais das Camarinheiras
(Soure) ou até mesmo no caso em estudo, a Mata do Pinhal do Camarido, mandado plantar por
D. Dinis durante o seu reinado (século Xlll), com o objetivo de fixar as dunas, impedindo assim
0 avanco das aguas do oceano na zona de foz do rio Minho. Reza a lenda, que as camarinhas sao
ldgrimas da Rainha Santa Isabel, que chorava enquanto caminhava pelo pinhal. Cada lagrima
vertida, caindo na erva daninha, transformava-se em deliciosas pérolas de sabor
simultaneamente doce e acido (Silva et al., 2021).

Verifica-se ainda a existéncia de uma populagdo isolada, nos Acgores, que corresponde a
subespécie azoricum (Alvarez-Cansino et al., 2010; Larrinaga e Guitidn, 2016; Ledn-Gonzalez et
al., 2013; Oliveira e Dale, 2012). Esta subespécie é um endemismo dos Acores, onde é espécie

protegida, ocorrendo nas ilhas de Sdo Miguel, Graciosa, Sao Jorge, Pico e Faial.

Os resultados de um estudo realizado pela Universidade de Sevilha, o qual tinha como objetivos

a identificacdo e caracterizacdo das popula¢des de camarinha ao longo de toda a sua area de
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distribuicdo, mostraram que sé existem duas zonas com populagdes extensas desta espécie,
contendo individuos de todas as classes de idades: no litoral portugués, entre a Nazaré e Ovar,
e na costa de Huelva, no sistema dunar de Asperillo (Espanha). Contudo, existe também, outra
populacdo importante localizada na peninsula de Tréia (Portugal). As restantes populagdes,
constituidas essencialmente por individuos velhos, estdo limitadas a zonas de areia sobre arribas
ou encontram-se fragmentadas, como se verifica no caso da foz do rio Minho. A sobrevivéncia
destas populagdes fragmentadas, reduzidas a ilhas de areia sem regeneracdo natural, esta

dependente de medidas de protecdo e regeneracdo de habitats (Clavijo et al., 2002).

Segundo a Direcdo Geral de Ambiente da Comissao Europeia, os camarinhais correspondem ao
Habitat 2250 - Dunas e paleodunas com matagais de zimbro, possuindo protecdo legal sob a
Diretiva Habitats n2 92/43/CEE, o que lhes confere a designacdo de habitat prioritario, pela sua
distribuicdo restrita e vulnerabilidade (ICNB, 2023). As comunidades de camarinha sdo muito
vulneraveis ao pisoteio, uma vez que a mobilizacdo das areias desenterra as pequenas plantulas

gue nunca se chegam a desenvolver.

Atualmente, esta espécie encontra-se em acelerado declinio devido a elevada degradacdo ou
destruicdo dos habitats costeiros, a reducdo do numero de populagbes em consequéncia do
desenvolvimento urbano, ao impacto do turismo e da florestacdo das dunas, bem como a
disseminagdo das espécies invasoras no seu habitat (Calvind e Cancela, 2005), pelo que a
obtencdo de um protocolo de propagacdo de plantas em larga escala seria de extrema

importancia.

2.4.4. Propagacao

O desenvolvimento da planta de C. album ocorre em solos constituidos por, pelo menos, 70%
de componente arenosa e no maximo, 30% de argila, podendo ainda conter matéria organica

até 2,6% e um valor de pH compreendido entre 5,6 e 7,8 (Marques, 2007; Oliveira e Dale, 2012).

Como referido anteriormente, esta espécie possui uma polinizagdo do tipo anemdfila,
dependendo do vento para a dispersdo do seu pdélen (Guitian et al., 1997). Quanto a dispersdo
das sementes, esta é do tipo zoocoria, estando dependente de animais como coelhos, raposas,
gaivotas e melros, os quais possuem a capacidade de transportar as sementes para outros locais

(Calvifio, 2000).

A cor da camarinha, maioritariamente branca e muito brilhante, é uma caracteristica peculiar
desta fruta, sendo de extrema importancia na propagacao da espécie. No Verdo, as zonas

dunares sdo propicias ao aparecimento de nevoeiro, momento que coincide com o
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amadurecimento do fruto. Estas condi¢des favorecem o seu contraste e aumentam a sua
visibilidade, o que consequentemente aumenta a atenc¢do dos animais, favorecendo assim a

dispersdo da semente e a perpetuacdo da espécie (Diaz-Barradas et al., 2016).

Os sistemas dunares litorais da Peninsula Ibérica, onde se desenvolve esta espécie, sdo
ecossistemas que tém sofrido uma grande regressdo nos Ultimos anos devido a ocupagdo
antrépica. O impacto humano tem-se verificado na crescente urbanizagao das zonas costeiras,
na alteracdo da vegetacdo dos ecossistemas com a introducdo de espécies exoticas,
nomeadamente a espécie Acacia sp e Carpobrotus edulis (Calvifio-Cancela, 2005) e no aumento
do turismo nas zonas dunares, o que provoca uma reducdo significativa dos animais
intermedidrios na propagacao da espécie, principalmente durante o verao, coincidindo com a
época de dispersdo das sementes. Estas perturbac¢des tém originado a degradacdo destes locais

e consequentemente a fragmentagdo e diminuicdo da espécie C. album (Clavijo, et al., 2002).

Varias técnicas de micropropagacdo como a embriogénese somatica (Canhoto et al. 1999), a
organogénese (Arezki et al., 2000) e a proliferagao de rebentos axilares (Jain e Higgman 2007)
tém sido aplicadas na propagacdo in vitro de diversas plantas lenhosas. De entre estas
metodologias, a proliferagdo de rebentos axilares é a mais frequentemente utilizada na
propagacao clonal de espécies da familia Ericaceae (Gomes e Canhoto, 2009). A espécie C. album
tem sido alvo de diversos trabalhos experimentais de propagac¢do por via vegetativa e seminal

nao existindo, no entanto, um protocolo consensual para a sua multiplicacdo.

Para a propagacdo vegetativa desta espécie, Alvarez-Cansino e outros (2017) testaram a
capacidade de enraizamento em material colhido de plantas adultas, utilizando tratamentos
com reguladores de crescimento e dois tipos de substrato, perlite/vermiculite (1:1) e areia/turfa
(1:1). Estes autores obtiveram os melhores resultados na sobrevivéncia e enraizamento das
estacas através da aplicacdo de acido indol butirico (AIB) em estacas colocadas no substrato

perlite/vermiculite, com taxas de sucesso perto de 60%.

A propagacdo seminal tem sido mais estudada, tendo para o efeito sido utilizado material
vegetal de varias origens, dos quais se destacam: sementes extraidas de excrementos de aves
ou mamiferos (Clavijo et al 2003; Calvifio-Cancela, 2004; Costa, 2011; Lopes, 2015; Alvarez-
Cansino, 2016), bancos de sementes em condi¢des naturais (Lopes, 2015) e sementes extraidas
dos frutos frescos ou conservados (Clavijo et al., 2003; Costa, 2011; Santos et al., 2014; Lopes,
2015; Alvarez-Cansino et al., 2017). Foram ainda utilizados tratamentos que pretendiam
mimetizar as condi¢des naturais de germinagdo, como a escarificagdo quimica e/ou mecanica

(Clavijo et al., 2003; Costa, 2011; Santos et al., 2014; Lopes, 2015; Alvarez-Cansino et al., 2017)
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para simular a passagem das sementes pelo trato digestivo dos animais uma vez que a espécie
tem sido considerada obrigatoriamente endozoocdrica; a estratificagdo com frio (Clavijo et al.,
2003; Alvarez-Cansino et al., 2017) e o tratamento com fumo (Alvares-Cansino et al., 2017) para
simular as condi¢Ges ambientais climaticas e de fogos. Os reguladores de crescimento tém sido,
igualmente, utilizados com o objetivo de quebrar a dorméncia das sementes (Santos et al., 2014;
Alvarez-Cansino et al., 2017). O sucesso da germinacdo tem sido varidvel, sendo que as melhores
percentagens foram obtidas por Alvares-Cansino e outros (2017) com a utilizacdo de reguladores
de crescimento, obtendo uma percentagem de germinagdo proxima de 40% (Oliveira et al.,

2020).

Atualmente, alguns estudos referentes a cultura in vitro para o estabelecimento e multiplicagao
da camarinha demonstram que o meio de cultura Woody Plant Medium (WPM) suplementado

com N6-(2-Isopentenil)adenina (2iP) e cinetina, obtiveram os melhores resultados (Alves, 2019).

2.4.5. Metabolismo de Corema album

Varios estudos tém evidenciado o carater antioxidante dos frutos e folhas de Corema album,
fundamentalmente associado a sua riqueza em compostos fendlicos (Andrade et al., 2017; Diaz-
Barradas et al., 2016; Ledn-Gonzalez et al., 2012; Macedo et al., 2015). Ledn-Gonzalez e outros
colaboradores (2013) identificaram e quantificaram, através de técnicas de cromatografia,
quinze compostos presentes no fruto da camarinha, incluindo acidos fendlicos (2268 mg/Kg),
flavonoides (638 mg/Kg) e antocianinas (19 mg/Kg), verificando-se que os acidos fendlicos sdo
os principais constituintes deste fruto. Foram ainda identificados onze compostos distintos:
acido benzoico, acido salicilico, acido t-cinamico, acido p-hidrobenzéico, acido vanilico, acido
gentisico, acido siringico, acido p-cumarico, acido galico, acido ferulico e 4cido cafeico, sendo os
acidos benzoico, vanilico, ferulico e cafeico os mais abundantes. Para além da identificacdo dos
compostos presentes nos extratos fendlicos do fruto desta espécie, Ledn-Gonzdlez e outros
(2012) também comprovaram os seus efeitos protetores contra o stresse oxidativo em células
hepdticas. Mais tarde, Ferreira (2018) evidenciou igualmente os frutos e folhas de C. album
como potenciais fontes de compostos fendlicos e flavonoides, apresentando as folhas uma

maior riqueza face ao fruto, assim como uma maior atividade antioxidante.

Estudos realizados em sementes de C. album mostraram que estas sdo ricas em lipidos
insaturados, tendo sido verificada a presenca do acido alfa-lindlico em todas as partes da planta
estudadas, o que revela que esta espécie é uma fonte de lipidos saudaveis (Martin et al., 2019;

Brito et al., 2020).
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Ensaios acerca do potencial antioxidante das folhas de C. album evidenciaram que a sua fragdo
rica em polifendis apresenta uma acao protetora contra o stresse oxidativo, assim como contra
a toxicidade induzida pela alfa-sinucleina (Macedo et al., 2015). A genipina, substancia extraida
das folhas de camarinha, tem revelado resultados promissores no combate a agregacao de alfa-
sinucleina no cérebro, uma proteina que estd associada ao aparecimento da doenca de

Parkinson, interferindo no controlo de movimentos (Rosado-Ramos et al., 2023).

Para além disso, verificou-se que os extratos das folhas da camarinha apresentam efeitos
citotéxicos contra a linha celular HT-29 de cancro do célon, induzindo a morte celular destas

(Silva e Barroca, 2020).

2.5. Caracterizacao da espécie Crithmum maritimum

Crithmum maritimum L., comumente conhecido como funcho-do-mar, funcho-maritimo,
funcho-marinho, perrexil-do-mar ou bacila, ¢ uma planta haldfita facultativa perene que cresce
em falésias maritimas e praias de areia, encontrando-se amplamente distribuida ao longo das

areas costeiras do Mar Mediterraneo e do Oceano Atlantico.

Esta espécie pertence a familia Apiaceae, a qual inclui plantas como a cenoura, a salsa e o aipo.
A presenca de canais produtores/condutores de éleos aromatizantes na sua estrutura, confere
as apidceas uma esséncia odorifera e um sabor Unico, da qual o funcho-do-mar ndo é excegao

(Castroviejo et al., 1993).

2.5.1. Taxonomia

O funcho-do-mar pertence ao dominio Eukarya (Archaeplastida), reino Plantae (Embryophyta),
divisdo Spermatophyta, Subdivisdo Magnoliophyta (Angiospermophyta), classe Magnoliopsida,
subclasse Asteridae, ordem Apiales, familia Apiaceae, género Crithmum e a espécie Crithmum

maritimum (UTAD, 2023). Esta espécie contém 20 cromossomas (Castroviejo et al., 1993).

A familia Apiaceae é também conhecida como Umbelliferae, tendo recebido esta denominacao
pela caracteristica inconfundivel das suas inflorescéncias umbeladas. Este taxa abrange cerca de

3.700 espécies distribuidas por 455 géneros.
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2.5.2. Morfologia

C. maritimum (figura 10) é uma espécie de plantas herbaceas aromaticas perenes e eretas, com
rizoma lenhoso rastejante e desprovida de pelos. Os caules sdo macicos e estriados, possuem
altura compreendida entre os 15 e 0s 45 cm e apresentam-se profusamente ramificados. Estes
sdo habitualmente lenhosos na base, apresentado frequentemente restos de bainhas foliares

Castroviejo et al., 1993).

Sl mode

Figura 10. A - Aspetos descritivos de Crithmum maritimum: a) habito da planta; b) bractea; c) bractéola;
d) flor; e) pétala, face externa; f) pétala, face interna; g) fruto; h) mericarpo, face dorsal; i) mericarpo, face
comissural; j) secgdo transversal do mericarpo (Fonte: Castroviejo et al., 1993); B - Habito da planta
(Fonte: autor).

As folhas dispdem-se 2 a 3 penatissetas, exibem cor verde-clara, sdo brilhantes, carnudas, de
contorno triangular, com segmentos terminais espessos, de 1 a 5 cm linear-lanceolados e
subagudos. As folhas inferiores possuem peciolos longos e bainhas levemente envolventes
enqguanto as folhas superiores sdo ligeiramente mais curtas, tém peciolos curtos e bainhas que

envolvem completamente o caule.

As flores encontram-se dispostas em umbelas verde-amareladas com 10 a 32 raios de 1 a 4,5

cm, lisos, que aumentam de diametro e habitualmente alongam durante a frutificacdo. As
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umbelas possuem flores maioritariamente hermafroditas e algumas funcionalmente
masculinas, com raios de 5 a 10 mm (figura 11). Os frutos sdo lisos, possuem forma ovoide (3-6

x 1,5-4,5 mm) e ostentam cor amarelada ou purpurea (Castroviejo et al., 1993).

A época de floragdo ocorre de maio a outubro e os frutos iniciam a sua maturacao de novembro

a dezembro.

Figura 11. Plantas de Crithmum maritimum em Moledo do Minho: A — Flores; B — Plantas em floragdo

(Fonte: autor).

2.5.3. Distribuigao geografica e ecologia

O funcho-do-mar cresce selvagem nas fendas de rochedos em arribas, quebra-mares, esporoes
litorais e mais raramente em praias arenosas. Desenvolve-se ao longo da costa do Mar
Mediterrdneo e do Mar Negro, bem como na costa atlantica de Portugal, Sul e Sudoeste de
Inglaterra, Pais de Gales e Sul da Irlanda (Ozcan, 2000; Ben Amor et al., 2005; Cornara et al.,

2009) (figura 12).

Segundo a Dire¢do Geral de Ambiente da Comissdo Europeia, o Funcho-do-mar insere-se no
Habitat 1230 — Falésias com vegetacdo das costas atlanticas e balticas, possuindo protecao legal
sob a Diretiva Habitats n2 92/43/CEE, o que Ihes confere a designacdo de habitat prioritario, pela
sua distribuicdo restrita e vulnerabilidade (ICNB, 2023). Este habitat é caracterizado por possuir
vegetacdo em fendas mais ou menos terrosas de rochedos graniticos litorais e em plataformas

expostas a salsugem, tipicamente organizada sob a forma de complexos de vegetagdo

permanente (Comissdo Europeia, 2003).
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Figura 12. Distribui¢do de Crithmum maritimum em Portugal continental (Fonte: UTAD, Jardim Botanico).

2.5.4. Propagacao

A polinizagdo de C. maritimum é essencialmente entomdéfila, levada a cabo por diversas espécies
de insetos e facilitada pela disposi¢ao do pélen na planta e pela mudanga de coloragao da flor.
No entanto, a reproducdo também pode ocorrer por autopolinizacdo. Esta espécie produz um
elevado nimero de sementes vidveis, o que permite uma facil multiplicacdo por germinacao.
Fatores como temperatura, a salinidade e as condi¢Ges de luz, tém um impacto significativo no
processo de germinagdo de sementes e produgdo de mudas de funcho-do-mar (Okusanya et al.,

1977).

Em laboratdrio, a germinagdo das sementes de Funcho-do-mar tem sido realizada com éxito em
agua destilada, sendo que compostos nitrogenados promovem e aceleram significativamente a
sua germinagdo (Atia et al., 2009). E possivel o cultivo desta espécie em ambientes salinos, no
entanto, durante a germinacgao e os estagios iniciais de crescimento, é necessdrio a irrigacdo

com agua nao salina (Atia et al., 2011).
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Embora esta espécie forneca um numero limitado de estacas, a propagacdo por este meio
também é possivel, sendo a transplantacdo para campo relativamente facil, desde que os

explantes produzam raizes suficientes (Atia et al., 2011).

A propagacdo in vitro é uma técnica Util para a multiplicacdo e conservacao de germoplasma de
qualquer espécie vegetal (Kavitha et al., 2010), tornando-se uma possivel alternativa para a
producdo de plantas em massa. A cultura in vitro de C. maritimum, foi relatada por Grigoriadou
e Maloupa (2008), tendo o meio de cultura MS sido o que pareceu ser mais eficaz para a
regeneracao de explantes da extremidade apical desta planta, pois leva a um incremento
significativo do nimero de novos rebentos produzidos por explante (3 a 4) e melhora a altura
destes (3,1 cm). Segundo os mesmos autores, a combina¢do dos reguladores de crescimento
acido a-naftalenoacético (NAA) com 6-Benziladenina (BA), favorece a proliferacdo e
enraizamento, resultando numa elevada percentagem de enraizamento e aumento do nimero

de raizes (Grigoriadou e Maloupa, 2008).

2.5.5. Metabolismo de Crithmum maritimum

Os rebentos e os frutos de C. maritimum s3o ricos em compostos volateis (Atia et al., 2009),
sendo a sua quantidade presente nos frutos de cerca de 0,8% e de 0,15 - 0,3% nas folhas (Franke,
1981). Os principais compostos volateis identificados consistem em sabineno, dilapiol, a-pineno,
y-terpineno (crithmen), p-cimol, apiole, cis-B-ocimene, timol e terpinen-4-ol, sendo a
concentracdo destes compostos nas folhas de C. album muito varidvel e dependente de diversos
fatores bidticos e abiodticos (Pateira et al., 1999). Relativamente aos frutos, descreve-se que
estes contém aproximadamente 8 —40 % de dilapiol, 12 % de a -pineno e até 48 % de y-terpineno

(Franke, 1981).

As folhas de C. maritimum sao ricas em diversos compostos como vitamina C, carotenoides e
flavonoides (Guil-Guerrero e Rodriguez-Garcia, 1999). Os mesmos autores identificaram o acido
quinico, um importante composto fendlico, considerado benéfico para a saide humana devido
as suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias. Este é produzido sinteticamente por
hidrélise do acido clorogénico e empregue no fabrico de “Tamiflu”, um medicamento antiviral

utilizado para o tratamento da gripe A e B (Buchler GMBH, 2023).

O éter aromatico O-geranilvanilina 3 também foi isolado a partir de C. maritimum (Cunsolu et
al., 1993), verificando-se igualmente a presenca de acido critmico e compostos de poliacetileno

(Hegnauer, 1973; Franke, 1981). Recentemente, foi descrita a ocorréncia de dois flavonoides
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bioativos nesta espécie: a diosmina (3', 5, 7-trihidroxi-4'-metoxiflavona 7-rutinosideo) e a

hesperidina (3', 5, 7-tri-hidroxi-4'-etoxiflavanona7-ramnoglicosideo) (Cornara et al., 2009).

Meot-Duros e outros (2010) purificaram o falcarindiol a partir de um extrato apolar da folha de
C. maritimum, sendo que este composto possui propriedades antibacterianas e citotdxicas com
multiplas atividades bioldgicas, como anti-inflamatérios, antiagregantes plaquetarios e
propriedades antimutagénicas (Christensen e Brandt, 2006). Estudos realizados, concluiram que
o Falcarindiol extraido a partir das folhas desta espécie inibiu fortemente o crescimento de
Micrococcus luteus e Bacillus cereus, tendo também apresentado toxicidade contra células IEC-

6 (células do epitélio intestinal de rato) (Meot-Duros et al., 2010).

Os 6leos extraidos das folhas de C. maritimum apresentam altas concentra¢ées de acidos gordos
w-3 e w-6 (Guil-Guerrero e Rodriguez-Garcia, 1999). Com base no peso seco, a percentagem de
lipidos atinge 2,02 % para lipidos neutros, 0,57 % para glicolipidos e 0,26 % para os fosfolipidos.
Nos frutos, a percentagem de lipidos chega a 44,4 %, contendo altos valores de acido oleico
(78,6 %), baixo teor de acido palmitico (4,8 %) e uma quantidade significativa de acido linoleico
(15,4 %) (Atia et al., 2010a). Esta composicdo é semelhante ao azeite e ao 6leo de colza, sendo

gue estes resultados confirmam a boa qualidade dos lipidos presentes nesta espécie.

C. maritimum apresenta ainda varios compostos soluveis em adgua, entre os quais se encontram
hidratos de carbono, nomeadamente sacarose e glicose, e acidos organicos como malato e
quinato (Meot-Duros e Magné, 2009). As folhas desta planta sdo uma fonte significativa de
minerais como cloridratos, sulfatos, carbonatos, potassio, acetato, iodo e brometo, enquanto
nos frutos foram identificados fosfatos, calcio, enxofre e aminoacidos sulfurados (Atia et al.,

2010).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Caracterizacdo da area de estudo

As espécies vegetais do estudo crescem na zona dunar de Moledo do Minho, no Noroeste de
Portugal continental, concelho de Caminha, distrito de Viana do Castelo. A colheita de Corema
album foi realizada na extremidade Norte da praia de Moledo (coordenadas: 41.851197, -

8.865898) e a recolha de Crithmum maritimum na extremidade Sul da mesma praia

(coordenadas: 41.8413662, -8.870401) (figura 13).

Figura 13. Localizacdo da area de estudo: A — Local de recolha de Corema album, B — Local de recolha de
Crithmum maritimum (Fonte: Google Earth).

A proximidade da foz do rio Minho e o ambiente de moderada energia faz com que nesta zona
costeira se acumulem sedimentos, dando origem a praias, nomeadamente a praia de Moledo
do Minho. Com base na Carta Geoldgica de Portugal na escala 1/50000, o sector litoral que
compreende a praia de Moledo é maioritariamente arenoso e de idade moderna, com
predominancia de areia de grdo fino e a presenca de algumas formacgbes rochosas na
extremidade Sul (Teixeira, 1961). A extremidade Norte encontra-se parcialmente protegida da
agitagdo maritima de Noroeste pela presenca da Ilha da insua e do vento, pela presenca da Mata
Nacional do Camarido. A area é abrangida pelo Parque Natural do Litoral Norte, que se estende

na orla costeira de Caminha até Esposende.
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No Alto Minho o clima é temperado, sobretudo de influéncia atlantica, embora se identifiquem
caracteristicas mediterranicas. O clima é fresco e hiumido, com verdes e invernos amenos,
devido a abertura para o Atlantico. Contudo, por influéncia mediterranica, o verdo pode ser
bastante quente e seco, com luminosidade forte, grande insolacdo e caréncia de chuvas,

enquanto o inverno se apresenta chuvoso e frio (Ribeiro et al., 1988).

A temperatura média anual varia entre 12,5 °C e 15,0 °C, podendo considerar-se amena. As
amplitudes térmicas médias anuais rondam os 15 °C, com a temperatura minima a variar entre
os 4,8 °C e 15,2 °C e a temperatura maxima a alterar-se entre os 14,5 °C e os 26,2 °C. As
temperaturas negativas raramente se fazem sentir na regido e as que ascendem dos 20 °C

ocorrem entre os meses de maio a outubro (Ribeiro et al., 1988).

A precipitagdo média anual assume o valor de 1758 mm e apresenta-se de forma intensa nos
meses de inverno, por influéncia dos ventos maritimos. Considerando os valores de
precipitacdo, disponibilizados pelo SNIRH, da estacdo mais préxima do concelho de Caminha
(Ponte de Lima), verifica-se que os valores médios mensais se situam entre os 76 e 168 mm,

podendo ser considerado um valor significativo de precipitacdo (CMC, 2016-2020).

No que concerne a humidade relativa do ar, considerando os valores obtidos pela estacao
meteoroldgica proxima de As Eiras (Galiza), verifica-se que os valores médios sdo bastante
elevados, encontrando-se na sua maioria acima de 80 %. Relativamente aos valores de

evapotranspiracdo, estes encontram-se entre os 700 mm e 800 mm (CMC, 2016-2020).

A radiacdo solar, nesta regido, possui um valor médio inferior a 140 kcal/cm?, constituindo assim
um dos valores mais baixos de Portugal continental. Estes valores devem-se ao efeito da
nebulosidade que aumenta progressivamente do interior para a costa e de Sul para Norte (Silva,
2021). Nesta area, os valores de insolacdo média anual, variam entre 2400 horas e 2500 horas,

gue correspondem a um nimero médio de horas de sol consideravel (Silva, 2021).

Os ventos dominantes neste territério, sdo sobretudo de quadrante norte e noroeste, atingindo
velocidades por vezes acima dos 80 km/h, caracterizando as vulgarmente conhecidas nortadas

(Ribeiro et al., 1988).

A colheita de Corema album foi realizada em dezembro de 2022 e em fevereiro, abril e julho de
2023. Ja a recolha de Crithmum maritimum foi efetuada em janeiro, mar¢o, maio e julho de
2023. No quadro 1 estdo registados os dados edafoclimaticos da regido, referentes as datas da
colheita do material biolégico (IPMA, 2022; IPMA, 2023; Weather spark, 2022; Weather spark,
2023).
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Quadro 1. Dados edafoclimaticos da regido de Moledo do Minho, onde foram colhidas as plantas
em estudo, entre novembro de 2022 e julho de 2023. (Adaptado de IPMA, 2022-2023; Weather
spark, 2022-2023).

Temperatura  Temperatura Precipitacdo Velocidade Classificagdo climatica

Més média minima média maxima total média do vento  (em relagio 4 temperatura
(°C) (°C) (mm) (km/h) do ar e a precipitagdo)
Novembro 9,8 16,9 257,3 13,4 Quente e chuvoso
Extremamente quente
Dezembro 10,1 15,7 302,2 13,6 e muito chuvoso.
Janeiro 5,9 13,6 155,5 14,1 Quente e normal.
. Normal e
Fevereiro 4,7 16,1 15,9 13,3 extremamente seco.
Margo 8,8 16,4 110,7 13 Quente e seco.

Muito quente e
Abril 9,5 19,9 31,3 13,8 extremamente seco.

. Muito quente e
Maio 12,3 22,6 39,9 12,5 muito seco.

Muito quente e
Junho 15,1 23,4 119,9 11,6 muito chuvoso

Muito quente e
Julho 13,9 23,6 13,1 12 extremamente seco.

3.2. Micropropagacao de Corema album

3.2.1. Material vegetal

A colheita de Corema album foi realizada em dezembro, fevereiro, abril e maio na extremidade
Norte da praia de Moledo do Minho (coordenadas: 41.851197, -8.865898), com a licenga n2 547
para recolha de amostras de exemplares da flora selvagem no territorio de Portugal continental.
Os explantes foram obtidos a partir de ramos axiais de plantas femininas e masculinas desta
espécie, tendo sido acondicionados em sacos de plastico durante o transporte e inoculados de

seguida.

3.2.2. Protocolo de desinfe¢ao

Os explantes retirados do material colhido na natureza foram sujeitos a processos de desinfecao,

de acordo com o quadro 2.
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Quadro 2. Protocolos de desinfe¢do a que foram sujeitos os explantes de C. album, colhidos na
natureza no processo de otimizagdo de micropropagacdo da espécie.

Protocolo
Procedimento 1 2 3 a 5 6

(controlo)

Lavagem dos explantes em 4dgua corrente. X X X X X X

Imersdo dos explantes em solugdo de etanol a 70 %
durante 2 minutos.

Imersdao dos explantes em solugdo de hipoclorito de
sodio a 20 % durante 30 minutos.

Imersdo dos explantes em solugdo de hipoclorito de
sodio a 20 % durante 15 minutos.

Imersdao dos explantes em solugdo de hipoclorito de
sédio a 20 % durante 10 minutos.

Imersdao dos explantes em solugdo de hipoclorito de
sodio a 20 % durante 5 minutos.

Submersdao dos explantes numa solucdo de detergente
(10 gotas/100 ml H20) em banho de ultrassons durante X
15 minutos a 20°C.

Imersdo dos explantes em solugdo de hipoclorito de
sodio a 20 % durante 20 minutos.

Submersdo dos explantes numa solucio de Benomyl?
(0,1g/L) em agitag¢do durante 30 minutos.

Submers3o dos explantes numa solugdo de Mancozebe?

(1g/L) durante 10 minutos.

Submers3do dos explantes numa solugdo de Mancozebe?

(1g/L) durante 5 minutos.

Lavagem dos explantes com dagua destilada estéril
durante 5 minutos, repetindo este procedimento 3 vezes.

! Substancia antifungica.

3.2.3. Ensaios de multiplicagdo in vitro

= Prepara¢ao do meio WPM

O meio de cultura WPM foi preparado com os macronutrientes, micronutrientes, vitaminas,
aminodacidos e hidrato de carbono, de acordo com o descrito por HiMedia Laboratories, 2017,
tendo sido suplementado com diferentes concentracbes de reguladores de crescimento
(cinetina- 0,5 mg/Le 1 mg/Le 2iP (N6-(2-Isopentenil)adenina) - 0 mg/Le 2 mg/L), como descrito
no quadro 1 (apéndice 1). O valor de pH do meio de cultura foi ajustado a 5,85 e o meio de

cultura foi solidificado com agar (7 g/L).

32



Para uma maior facilidade de legendagem, passou a dignar-se os diferentes meios de cultura da

seguinte forma:

e WPM 1 - meio de cultura WPM suplementado com Cinetina (1 mg/L);
e WPM 2 - meio de cultura WPM suplementado com Cinetina (0,5 mg/L) e 2iP (2mg/L);

e WPM 3 - meio de cultura WPM suplementado com Cinetina (1 mg/L) e 2iP (2mg/L).

* Inoculagao dos explantes de Corema album

Ainoculacdo de todos os explantes foi realizada em ambiente estéril em camara de fluxo laminar
(CAUMA FL-2), em frascos com meio de cultura WPM, previamente esterilizado por autoclave
(pressdo de 1 atmosfera durante 15 minutos) de acordo com o quadro 3. Utilizaram-se como
explantes rebentos axilares com comprimento de cerca de 10 mm, os quais foram tratados de

trés formas distintas:

e remocdo das folhas basais e manutencdo do 4apice caulinar (parte aérea com apice
caulinar);
e remocgdo, das folhas basais e remogdo do apice caulinar (parte aérea sem apice

caulinar);

e segmentos nodais com remogado da totalidade das folhas (segmentos nodais).

Apds inoculagdo, os frascos foram colocados em camara de cultura a uma temperatura de 25°C,
humidade relativa de 65 %, intensidade luminosa de 35 pmol/m?/s e fotoperiodo de 16 horas de

luz e 8 horas de escuridao (figura 14).

Figura 14. Processo de inoculagdo: A — Explantes de C. album; B — Explantes em camara de cultura (Fonte:

autor).

Decorridas 12 semanas apds a inoculacdo, procedeu-se a repicagem dos explantes do ensaio 5
e 6. A repicagem dos explantes dos ensaios 15, 16, 17 e 18 foi realizada apds 10 semanas da
respetiva inoculacdo, enquanto a repicagem dos explantes dos ensaios 19, 20, 21 e 22 foi feita

apos 8 semanas da sua inoculagao.
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Quadro 3. Estabelecimento da cultura in vitro de C. album em meio de cultura WPM com

diferentes suplementa¢des hormonais.

Ensaio ‘ Data da: Explante Prot?colo~de Meio de
inoculagao desinfe¢do cultura

1 05.12.2022 Parte aérea com apice caulinar 1 WPM 1
2 02.02.2023 Parte aérea com apice caulinar 2 WPM 1
3 09.02.2023 Parte aérea com apice caulinar 3 WPM 1
4 05.04.2023 Parte aérea com apice caulinar 4 WPM 1
5 05.04.2023 Parte aérea sem apice caulinar 4 WPM 1
6 05.04.2023 Segmentos nodais 4 WPM 1
7 09.05.2023 Parte aérea com apice caulinar 5 WPM 1
8 09.05.2023 Parte aérea sem apice caulinar 5 WPM 1
9 09.05.2023 Parte aérea com apice caulinar 5 WPM 2
10 09.05.2023 Parte aérea sem apice caulinar 5 WPM 2
11 09.05.2023 Parte aérea com apice caulinar 5 WPM 3
12 09.05.2023 Parte aérea sem apice caulinar 5 WPM 3
13 15.05.2023 Parte aérea com dapice caulinar 6 WPM 1
14 15.05.2023 Parte aérea sem apice caulinar 6 WPM 1
15 15.05.2023 Parte aérea com dapice caulinar 6 WPM 2
16 15.05.2023 Parte aérea sem apice caulinar 6 WPM 2
17 15.05.2023 Parte aérea com dpice caulinar 6 WPM 3
18 15.05.2023 Parte aérea sem apice caulinar 6 WPM 3
19 22.05.2023 Parte aérea com dapice caulinar 6 WPM 2
20 22.05.2023 Parte aérea sem apice caulinar 6 WPM 2
21 22.05.2023 Parte aérea com apice caulinar 6 WPM 3
22 22.05.2023 Parte aérea sem apice caulinar 6 WPM 3
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3.3. Micropropagacao de Crithmum maritimum
3.3.1. Material vegetal

A recolha de Crithmum maritimum foi realizada em janeiro, fevereiro, maio e julho na
extremidade Sul da praia de Moledo do Minho (coordenadas: 41.8413662, -8.870401), com a
licenca n? 547 para recolha de amostras de exemplares da flora selvagem no territdrio de
Portugal continental. Os explantes foram obtidos a partir de ramos axiais das plantas, tendo sido

acondicionados em sacos de pldstico durante o transporte e inoculados de seguida.

3.3.2. Protocolo de desinfe¢ao

Os explantes retirados do material colhido na natureza foram sujeitos a dois processos de

desinfecao, de acordo com o quadro 4.

Quadro 4. Protocolos de desinfecdo a que foram sujeitos os explantes de C. maritimum, colhidos
na natureza no processo de otimizacdo de micropropagacdo da espécie.

Procedimento Protocolo
1 2
Lavagem dos explantes em 4dgua corrente. X X
Imersdo dos explantes em solugdo de etanol a 70 % durante 2 minutos. X X
Imersdo dos explantes em solugdo de hipoclorito de sédio a 20 % durante
X
15 minutos.
Imersdo dos explantes em solugdo de hipoclorito de sédio a 20 % durante
X
10 minutos.
Submersdo dos explantes numa solu¢do de Mancozebe (1 g/L) durante
X
10 minutos.
Lavagem dos explantes com agua destilada estéril durante 5 minutos,
X X

repetindo este procedimento 3 vezes.

3.3.3. Ensaios de multiplicagao in vitro

= Prepara¢ao do meio MS

O meio de cultura MS foi preparado com os macronutrientes, micronutrientes, vitaminas,
aminodcidos e hidrato de carbono de acordo com o descrito por Murashige e Skoog (1942),
tendo-se adquirido o meio de cultura a empresa Duchefa (Sais da marca “Duchefa” para meio

MS com vitaminas). Ao meio de cultura basal foram adicionadas diferentes concentragées de
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reguladores de crescimento (6-Benziladenina (BA) - 0 mg/Le 0,5 mg/Le acido 1-naftalenoacético

(NAA) - 0 mg/Le 0,1 mg/L), como descrito no quadro 2 (apéndice 2). O valor de pH do meio de

cultura foi ajustado a 5,85 e o meio de cultura foi solidificado com agar (7 g/L).

= Inoculagao dos explantes de Crithmum maritimum

Ainoculagdo de todos os explantes foi realizada em ambiente estéril em camara de fluxo laminar

(CAUMA FL-2). O estabelecimento da cultura foi realizado em meio de cultura MS de acordo com

o quadro 5. Utilizaram-se como explantes segmentos nodais e entrends com aproximadamente

10 mm de comprimento, retirados de rebentos axilares de funcho-do-mar (figura 15).

Quadro 5. Estabelecimento da cultura in vitro de C. maritimum em meio de cultura MS com

diferentes suplementagGes hormonais.

Protocolo de

Suplementagao

Ensaio Data da inoculagao Explante eaEe hormonal
. BA (0,5 mg/L)
1 09.01.2023 Segmentos nodais 1
NAA (0,1 mg/L)
, BA (0,5 mg/L)
2 09.01.2023 Segmentos com entrends 1
NAA (0,1 mg/L)
. BA (0,5 mg/L)
3 30.01.2023 Segmentos nodais 1
NAA (0,1 mg/L)
. BA (0,5 mg/L)
4 30.01.2023 Segmentos com entrends 2
NAA (0,1 mg/L)
_ BA (0,5 mg/L)
5 13.02.2023 Segmentos nodais 2
NAA (0,1 mg/L)
, BA (0,5 mg/L)
6 13.02.2023 Segmentos com entrends 2
NAA (0,1 mg/L)
. BA (0,5 mg/L)
7 08.05.2023 Segmentos nodais 2
NAA (0,1 mg/L)
. BA (0,5 mg/L)
8 23.05.2023 Segmentos nodais 2
NAA (0,1 mg/L)
9 17.07.2023 Segmentos nodais 2 BA (0,5 mg/L)
10 17.07.2023 Segmentos nodais 2 Sem

fitorreguladores

Apds inoculagdo, os frascos foram colocados em camara de cultura a uma temperatura de 25°C,

humidade relativa de 65%, intensidade luminosa de 35 pmol/m?/s e fotoperiodo de 16 horas de

luz e 8 horas de escuridao.
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Figura 15. Processo de inoculagdo: A — Explantes de C. maritimum; B — Camara de fluxo laminar (Fonte:

autor).

3.4. Compostos bioquimicos em Corema album e Crithmum maritimum

3.4.1. Material vegetal

A colheita de C. album foi realizada na extremidade Norte da praia de Moledo do Minho
(coordenadas: 41.851197, -8.865898), de acordo com os dados do quadro 6, totalizando 8

amostras.

Quadro 6. Dados de recolha de C. album.

1 Folhas + caules
Dezembro Vegetativo
2 Folhas
3 Vegetativo Folhas
4 Fevereiro Floragdo precoce Folhas + flores
5 Floragdo avancada Folhas + flores
6 ) Inicio da frutificacdo Folhas + frutos
7 Abril Floragdo avangada Folhas + flores
8 Julho Frutificagdo Folhas + frutos

A recolha de C. maritimum foi realizada na extremidade Sul da praia de Moledo do Minho
(coordenadas: 41.8413662, -8.870401), de acordo com os dados do quadro 7, perfazendo um

total de 5 amostras.
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Quadro 7. Dados de recolha de C. maritimum.

Amostra Data de recolha Estado fenoldgico Parte da planta
1 Janeiro Vegetativo Folhas + caules
2 Margo Vegetativo Folhas + caules
3 Maio Floragdo Folhas + caules
4 Folhas + caules
Julho Floragao
5 Flores

As amostras foram desidratadas em estufa a 45 °C (modelo Binder WTB 7200, Tuttlingen,

Germany), durante 96 horas e posteriormente trituradas em moinho (modelo Retsch ZM 200)

(figura 16).

Figura 16. A e B - Processo de moagem (Fonte: autor).

3.4.2. Extragao do material vegetal

A extracdo de compostos bioativos através da utilizacdo de ultrassons é um método
frequentemente utilizado e que facilita a extracdo dos metabolitos do material vegetal. Nesta
metodologia, a aplicagdo de ultrassons com elevada intensidade gera tensdes mecanicas na
suspensdo celular que levam a rutura das células, aumentando assim a solubilizacdo dos
metabolitos no solvente e, consequentemente, a eficiéncia da extragao (Aguiar, 2017; Boeira et

al., 2018).

No presente trabalho, a extracdo de cada uma das matrizes foi efetuada de acordo com o
procedimento descrito por Annegowda et al. (2011) e Tahirovi¢ et al. (2019), com algumas

modificagoes.

No processo de extracdao das amostras em estudo foi utilizado como solvente uma solugéo de

metanol e dgua 70:30 (v/v) na proporgdo de 1:10 (m/v). Apds homogeneizac¢do do solvente com
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as amostras, estas foram colocadas em banho de ultrassons (35 kHz) durante 30 minutos a 25°C.
As amostras foram, depois, centrifugadas a 5000 rpm durante 15 minutos a 20 °C e filtradas
através de papel de filtro VWR 413 (figura 17). O extrato resultante foi mantido a 4 °C até ser

analisado.

Repetiu-se o processo de extracdo das amostras com uma solugdo de etanol e agua 70:30 (v/v)

na proporgdo de 1:10 (m/v) e com uma solucdo de acetona e agua 70:30 (v/v) na proporgdo de

1:10 (m/v).

Figura 17. Processo de extragdo: A e B - Filtragdo; C — Extrato (Fonte: autor).

3.4.3. Quantificagdo do teor total de compostos fendlicos

O teor de compostos fendlicos totais presentes nos extratos foi mensurado através do método
colorimétrico de Folin-Ciocalteu descrito por Tawaha et al., (2007), com algumas altera¢ées. Os
compostos fendlicos reagem com o reagente Folin-Ciocalteu para produzir fosfomolibdato e
fosfotungstato, que resultam numa cor azul e sdo detetados espectrofotometricamente a 750

nm (Blainski, 2013).

A 50 pl de extrato, previamente diluido, foram adicionados 450 ul de agua destilada e 2,5 ml de
reagente Folin-Ciocalteau 1:10 (v/v). Apds 5 minutos de repouso adicionaram-se 2 ml de
carbonato de sddio 7,5 % (p/v) a cada tubo de ensaio. Apds incubagdo a 30°C durante 30
minutos, foi lida a absorvancia das amostras por espectrofotometria a 765 nm. Nestes ensaios,
foi utilizado o metanol, o etanol ou a acetona como branco, de acordo com o solvente de

extracado, tendo-se executado igual procedimento ao das amostras.

39



Para a quantificagdo do teor em compostos fendlicos foram construidas trés curvas de calibragao
(cetdnica, etandlica e metandlica) com uma solugdo de acido gélico (apéndice 3). Com os valores
de absorvancia e o declive da reta, foi calculada a concentracdo de equivalentes de acido galico
(GAE) (mg/L) através da equacdo 1. Este valor de concentragdo de GAE foi, posteriormente,
utilizado na equagdo 2 para calcular o teor de compostos fenélicos totais presente em cada uma
das amostras. Os ensaios foram realizados em triplicado e os resultados apresentados

correspondem aos valores médios.

(Declivib;a reta)XFD ~
[GAE] (mg/ml) = Equacgdo 1
1000
Fendlicos totais (mg GAE /g amostra) = (%) Equacgdo 2

Onde:

[GAE] - Concentracgdo de acido gélico (mg/ml);
Abs - Absorvancia da amostra lida a 765 nm;

FD - Fator de diluicao;

1000 - Fator de conversio de mg/L para mg/ml;
V - Volume de solvente utilizado na extracdo (ml);

m - Massa da amostra utilizada (g).

3.4.4. Quantifica¢ao do teor de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais presentes nos extratos foi determinado através do método
colorimétrico com cloreto de aluminio (AICIs) descrito por Pourmorad et al. (2006) e Gouveia e
Castilho (2011). Neste método, o catido aluminio (AI**) forma complexos estdveis com os
flavonoides, o que permite determinar a quantidade de flavonoides, evitando interferéncias de
outras substancias fendlicas, principalmente os acidos fendlicos, que invariavelmente

acompanham os flavonoides nos tecidos vegetais (Luis, 2014).

Neste ensaio, a 0,5 ml (500 pl) de extrato previamente diluido adicionaram-se 1,5 ml de metanol,

100 pl de AICl3 a 10 % em metanol (p/v), 100 ul de acetato de potassio 1 M e 2,8 ml de 4gua
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destilada. Apds agitagao no vortex, os tubos de ensaio foram colocados no escuro durante 30
minutos, a temperatura ambiente. A absorvancia das amostras foi lida a 415 nm. Nestes ensaios,

foi utilizado o metanol tendo-se realizado igual procedimento ao das amostras.

Procedeu-se de igual forma para a determinacdo do teor de flavonoides totais nos extratos em
solucdo etandlica e nos extratos em solucdo cetdnica, substituindo o metanol pelo solvente

empregue na extragao.

Para a quantificacdo do teor em flavonoides foram construidas trés curvas de calibragao
(cetdnica, etandlica e metandlica) com uma solugdo padrdo de quercetina em diferentes
concentragdes (apéndice 4). Com os valores de absorvancia e o declive da reta, foi calculada a
concentracdo de equivalentes de quercetina (QE) (mg/L) através da equacgdo 3. Este valor de
concentragdo de QE foi, depois, utilizado na equacgao 4 para calcular o teor de flavonoides totais
presente em cada uma das amostras. Os ensaios foram realizados em triplicado e os resultados

apresentados correspondem aos valores médios.

(L)xm
[QE] (mg/ml) = ~Bectesareta Equagdo 3
Flavonoides totais (mg QE /g amostra) = ([QE]TXV) Equacdo 4

Onde:

[QE] - Concentragdo de quercetina (mg/ml);

Abs - Absorvancia da amostra lida a 415 nm;

FD - Fator de diluicao;

1000 - Fator de conversio de pug/ml para mg/ml;
V - Volume de solvente utilizado na extracdo (ml);

m - Massa da amostra utilizada (g).
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3.4.5. Quantifica¢dao do teor de taninos totais

O teor de taninos totais presente nos extratos foi determinado pelo método colorimétrico de
Folin-Ciocalteu descrito por Luis et al. (2011), através da diferenca entre os compostos fendlicos
totais e os compostos fendlicos simples resultantes do tratamento com polivinilpolipirrolidona
insoluvel (PVPP), tendo por base o pressuposto de que este polimero se liga aos taninos,

precipitando-os (Vitti et al., 2005).

Numa primeira fase do processo pesou-se 100 mg de PVPP para tubos Eppendorf e de seguida
adicionaram-se 1 ml de 4gua destilada e 1 ml de extrato. Apds agita¢do vigorosa, as amostras
foram colocadas a 4 °C durante 15 minutos, de forma a desenvolver o complexo tanino-PVPP
(Wannes et al., 2010). Apés centrifugacdo das amostras a 3000 rpm durante 10 minutos a4°C, o
sobrenadante foi recolhido (no qual se encontram presentes apenas os compostos fendlicos
simples, uma vez que os taninos sofreram precipitagdo com o PVPP) e utilizado para quantificar
os compostos fendlicos simples presentes, seguindo o método colorimétrico de Folin-Ciocalteu
descrito no ponto 3.2. O teor de taninos totais foi expresso em equivalentes de acido galico (GAE)
(mg/g) e foi calculado através da diferenca entre os compostos fendlicos totais e os compostos
fendlicos simples (equacdo 5). Os ensaios foram realizados em triplicado e os resultados

apresentados correspondem aos valores médios.

Taninos totais (mg GAE /g amostra) = [FT] — [FS] Equacdo 5

Onde:
[FT] - Teor de fendlicos totais (mg/g amostra);

[FS] - Teor de fendlicos simples (mg/g amostra).
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3.4.6. Determinagao do teor de gordura

O teor de gordura foi obtido através do método Soxhlet. Este ¢ um método de extragdo continua
de lipidos a partir de alimentos, em que a gordura é extraida através de repetidas lavagens com

um solvente organico sob refluxo.

Utilizou-se, para o efeito, a unidade de extracdo (modelo behr EB, behr LaborTechnik GmbH,
Disseldorf, Germany), copos de extracado (behr EB 75), reguladores de ebulicdo (esferas de vidro
5 mm), papel de filtro e cartuchos de extracdo em celulose (33 x 80 mm, behr). O solvente

organico empregue foi o éter de petrdleo 40-60 °C.

Iniciou-se o processo com a insercao de 10 esferas de vidro em cada copo de extracdo, os quais
foram colocados na estufa a 145 °C durante 30 minutos. Procedeu-se depois ao arrefecimento
dos copos de extragcdo em exsicador durante 30 minutos e apds este periodo registou-se o peso
de cada um (m;3). Pesou-se 2 g de amostra (ms), previamente seca e moida, num papel de filtro
e acondicionou-se no cartucho de extracdo. Os cartuchos foram introduzidos na estufa a 125 °C

durante 30 minutos e colocados depois em exsicador durante 1 hora, para arrefecimento.

Findo este processo, os cartuchos com as amostras e os copos com o solvente foram colocados
no extrator e mantidos sob extragdo continua (quatro a cinco gotas por segundo), através de
repetidas lavagens com o solvente, sob refluxo. Apds evaporacdo total do solvente, os copos de
extragdo foram removidos da unidade de extracdo e colocados em estufa a 105 °C durante 30
minutos. Seguidamente, aguardou-se o seu arrefecimento em exsicador durante 30 minutos e

procedeu-se a sua pesagem (m,).

O teor de gordura foi calculado através da equacdo 6. Os ensaios foram realizados em triplicado
para cada amostra e os resultados apresentados correspondem aos valores médios, expressos

em percentagem.

Teor de gordura (%) = % x 100 Equacdo 6

Onde:
m; - Massa do copo extrator com esferas de vidro (g);
m; - Massa do copo extrator com gordura apds estufa (g);

m; - Massa da amostra utilizada (g).
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3.4.7. Determinagao do teor de humidade

O teor de humidade foi determinado a partir de amostras frescas, as quais foram pesadas (m,)
em sacos de papel previamente pesados (m;). Estes, foram depois colocados em estufa a 45 °C
durante cerca de 96 horas (figura 18). Apds este tempo, registou-se novamente a massa dos
sacos contendo a amostra (ms) e calculou-se o teor de humidade através da equagdo 7. Os

resultados foram expressos em percentagem.

(m3-m1)

Teor de humidade (%) = o)

x 100 Equagdo 7

Onde:
m; - Massa do saco (g);
m; - Massa da amostra utilizada (g);

m; - Massa da amostra apds estufa (g).

Figura 18. A e B - Processo de secagem (Fonte: autor).

3.5. Analise estatistica

Estatisticas descritivas (média e desvio padrao (DP)) foram geradas para todas as varidveis do
conjunto de dados. A andlise de variancia foi realizada em avaliagcdes de composicdo fitoquimica
usando o IBM SPSS Statistics 22.0 para Windows (IBM Corpoeration, 2013). Para avaliagdo dos
efeitos da data de colheita e do solvente de extragdo nos diferentes parametros analisados
utilizou-se uma andlise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey nas comparacGes das médias
pelo teste de Tukey, com nivel de significancia p<0,05. Nas varidveis em estudo, que
contemplavam apenas dois grupos de dados, realizou-se a comparagdao das médias através do

teste de t para amostras independentes, com nivel de significancia p<0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Andlise de resultados de Corema album

4.1.1. Otimizagao de um protocolo de micropropagacao

O processo de micropropagacao de C. album, iniciou-se com a recolha do material biolégico, em
gue a selecdo da fonte de explantes foi feita com base nas seguintes caracteristicas: ser
representante da espécie ou cultivar desejada; apresentar aspeto saudavel e vigoroso, com
potencial para responder as condi¢cdes da cultura e encontrar-se aparentemente livre de

doengas e contaminagdes endégenas (Flickinger, 2010).

A etapa seguinte prendeu-se com a desinfecdo dos explantes em laboratdrio. De uma forma
genérica, identificam-se quatro fontes distintas de infecdo: a planta, o meio nutritivo, o are o
manipulador, sendo que a planta representa a fonte de infecdo mais relevante (Pierik, 1997).
Com o intuito de evitar a contaminagdo durante a propagacao in vitro, tém sido desenvolvidos
varios protocolos de desinfe¢do (Barrett e Cassells, 1994; Hussain et al., 1994; Mihaljevic et al.,
2013). As superficies dos materiais vegetais encontram-se naturalmente contaminadas com
microrganismos provenientes do meio ambiente. Por esse motivo, a desinfecdo do material
vegetal usando substancias quimicas é um processo critico. Os desinfetantes mais comumente
utilizados sdo o hipoclorito de sédio, hipoclorito de célcio, etanol, cloreto de mercurio, peréxido
de hidrogénio e o nitrato de prata (Mihaljevic et al., 2013). Frequentemente, adiciona-se uma
substancia surfactante (ex.: Tween 20) a solugdo de desinfe¢do, com o objetivo de aumentar a

eficiéncia da mesma (Oyebaniji et al., 2009).

Os resultados do estabelecimento in vitro dos explantes de C. album encontram-se descritos no
guadro 8. O ensaio numero 1, sujeito ao protocolo de desinfecdo 1, descrito no ponto 2.1 da
seccdo Materiais e Métodos, apresentou uma taxa de contaminagdo dos explantes de 100 %
(quadro 8), o que levou a necessidade de alteragdo do mesmo. Assim, numa nova tentativa de
desinfecdo do material vegetal foram acrescentados ao protocolo anterior a lavagem dos
explantes numa solugdo de detergente (10 gotas/100 ml H,0) e em banho de ultrassons (ensaio
2). Contudo, também neste ensaio os explantes apresentaram uma taxa de contaminacdo de
100 % (quadro 8). Dado ter-se identificado que os principais agentes de contaminagdo eram
fungos, procedeu-se a nova modificagdo do protocolo de desinfeg¢ao, introduzindo-se uma etapa
de imersdo dos explantes numa solugdo antifungica de Benomyl 0,1 g/L (protocolo de desinfecdo

3, descrito no ponto 2.1). Mas, uma vez mais, se observou a contaminac¢do de todos os explantes
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inoculados (quadro 8), mostrando que o Benomyl 0,1 g/L n3o seria a solu¢do mais indicada para

eliminar os fungos que se encontravam no material vegetal.

Quadro 8. Taxas de contaminacdo (%) e regeneracdo (%) de explantes de C. album, colhidas na
natureza, sob acdo de diferentes protocolos de desinfecao.

T d T d
. Data de Meio de Numero de axa_ N ~ axa e~
Ensaio . - Explante contaminagdo regeneragao
inoculagao cultura  explantes
(%) (%)
1 05.12.2022 Parte aérea com apice caulinar WPM 1 120 100 0
2 02.02.2023 Parte aérea com apice caulinar WPM 1 144 100 0
3 09.02.2023 Parte aérea com apice caulinar WPM 1 78 100 0
4 Parte aérea com apice caulinar 36 33,33 25
5 05.04.2023 Parte aérea sem apice caulinar WPM 1 36 58,33 27,78
6 Segmentos nodais 36 100 0
7 Parte aérea com apice caulinar 2 0 0
WPM 1
8 Parte aérea sem apice caulinar 2 0 0
9 Parte aérea com apice caulinar 12 0 0
09.05.2023 WPM 2
10 Parte aérea sem apice caulinar 13 0 0
11 Parte aérea com apice caulinar 12 0 0
WPM 3
12 Parte aérea sem dpice caulinar 13 0 0
13 Parte aérea com &pice caulinar 2 0 100
WPM 1
14 Parte aérea sem apice caulinar 2 0 100
15 Parte aérea com apice caulinar 12 33,33 66,66
15.05.2023 WPM 2
16 Parte aérea sem &pice caulinar 12 41,66 58,33
17 Parte aérea com apice caulinar 12 50 50
WPM 3
18 Parte aérea sem épice caulinar 12 50 50
19 Parte aérea com &pice caulinar 30 100 0
WPM 2
20 22.05.2023  Parte aérea sem dpice caulinar 30 40 60
21 Parte aérea com apice caulinar 30 40 60
WPM 3
22 Parte aérea sem apice caulinar 30 60 40

*WPM 1 - Meio de cultura WPM suplementado com Cinetina (1 mg/L); WPM 2 — Meio de cultura WPM
suplementado com Cinetina (0,5 mg/L) e 2-iP (2mg/L); WPM 3 — Meio de cultura WPM suplementado
com Cinetina (1 mg/L) e 2-iP (2mg/L).

Face aos resultados obtidos, e na tentativa de eliminar os agentes contaminantes,
maioritariamente fungos, a solugdo antifungica de Benomyl (0,1 g/L) foi substituida por
Mancozebe (1 g/L). Assim, nos ensaios seguintes para o estabelecimento da cultura in vitro de
Camarinha (ensaios 4, 5 e 6) foi utilizado o protocolo de desinfecdo 4 (descrito no ponto 2.1.),

no qual os explantes foram lavados em solucdo de Mancozebe (1 g/L). Nos ensaios 4 e 5 a taxa
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de contamina¢do dos explantes diminuiu para valores de 33,33 % e 58,33 % (quadro 8),
respetivamente. No ensaio 6 obtiveram-se, novamente 100% dos explantes contaminados
(quadro 8). Dada a inconsisténcia dos resultados testou-se um novo protocolo de desinfecdo,
idéntico ao anterior, mas com alteracdo do periodo de lavagem com hipoclorito de sédio 20 %
(protocolo de desinfe¢do 5, descrito no ponto 2.1). Nos ensaios de 7 a 12, a taxa de
contaminacdo foi nula, contudo, nenhum dos explantes regenerou, tendo estes adquirido
coloragdo castanha (quadro 8). A necrose dos explantes pode estar relacionada com a oxidacdo
dos mesmos. Os explantes de plantas lenhosas, ao libertarem compostos fendlicos e outros
produtos de oxidacdo junto da superficie excisada, modificam a composicdo do meio e
diminuem a absorg¢do de nutrientes, fazendo com que os mesmos perecam (Andrade et al.,
2000). Por outro lado, Nietsche et al. (2006), afirmam que dependendo do tempo de imersdo na
solugdo de hipoclorito de sddio, pode ocorrer desidratacao do explante, comprometendo desta
forma a viabilidade do tecido vegetal. Depreende-se, portanto, que o facto de ndo se ter
observado regeneragdo nem contaminagdo nestes ensaios, pode estar relacionado com o tempo

de imersao ou concentragao do produto.

Assim, nos ensaios de 13 a 22, recorreu-se ao protocolo de desinfecdo 6 (descrito no ponto 2.1),
no qual se alterou a duracao dos periodos de lavagem com o hipoclorito de sdédio 20 % e o
Mancozebe (1 g/L), comparativamente ao protocolo de desinfecdo anterior. Nestes ensaios,
verificou-se uma taxa média de contaminacdo de 29,17 % e uma percentagem de regeneragao
dos explantes acima dos 40 %. Com base nos resultados obtidos, o protocolo de desinfegdo que
revelou maior eficacia, em termos de contaminacdo vs taxa de regeneracao de explantes, foi o

protocolo de desinfec¢do 6.

Depois de otimizado o processo de desinfe¢ao dos explantes iniciais, para que um protocolo de
Micropropagacdo de plantas tenha sucesso é necessario garantir o desenvolvimento dos
explantes e a regeneragdo de rebentos e/ou novas plantulas. Uma vez que a capacidade de
regeneracao de plantas in vitro, é influenciada por diversos fatores, tais como a composicdo do
meio de cultura, incluindo os fitorreguladores adicionados, e o explante utilizado (Long et al,,
2022), neste trabalho foi utilizado o meio de cultura Woody Plant Medium (WPM) com diferentes
suplementacdes hormonais e dois tipos de explantes (parte aérea com e sem apice caulinar). O
meio de cultura WPM foi selecionado com base nas caracteristicas lenhosas da planta em estudo
e atendendo a que diversos estudos mostraram ja que este meio de cultura é mais adequado
para plantas lenhosas (Alves, 2019). Segundo Philips e Garda (2019), as plantas lenhosas tém
menores necessidades dos sais de macronutrientes, nomeadamente de amdnia e azoto total,

sendo o meio de cultura WPM mais adequado do que, por exemplo, o meio de cultura MS.
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Também para C. album, Gongalves e Pinto (2019) demonstraram que o meio de cultura WPM
obteve melhores resultados de multiplicagdo do que o meio Murashige & Skoog (MS), mesmo

com os macronutrientes a metade da concentragao.

Relativamente ao efeito dos reguladores de crescimento adicionados ao meio de cultura de
regeneracao dos explantes iniciais (quadro 8), verificou-se que os explantes inoculados no meio
de cultura WPM1, suplementado com Cinetina (1 mg/L), obtiveram uma taxa de regenerac¢do de
30 %, enquanto os explantes inoculados no meio de cultura WPM2 suplementado com Cinetina
(0,5 mg/L) e 2-iP (2 mg/L), atingiram os 35 % de regeneracdo e os explantes inoculados no meio
de cultura WPM3 suplementado com Cinetina (1 mg/L) e 2-iP (2 mg/L), revelaram taxas de
regenera¢do na ordem dos 50 %. Estes resultados sugerem que o meio de cultura WPM3 foi o
mais indicado para o estabelecimento de protocolos de micropropagacao de C. album. Estudos
anteriores revelaram também o efeito positivo da presenca do 2-iP na multiplicagdo de explantes

de camarinha (Gongalves e Pinto, 2019; Alves et al., 2021).

Os resultados obtidos na regeneragdo de rebentos em funcdo do explante inicial utilizado (parte
aérea com e sem apice caulinar) apresentaram valores de regeneracdo entre 40 % e 58,33 % para
parte aérea sem dpice, nos meios de cultura WPM2 e WPM3 (quadro 8). No entanto, nos ensaios
de inoculagdo de parte aérea com apice caulinar em meio de cultura WPM2 no dia 15 de maio
foi de 66,66 %, ao passo que no dia 22 de maio foi de 0 %. Deste modo, estes resultados ndo
pareceram muito conclusivos no que diz respeito a definicdo do melhor explante. Trabalhos
anteriores utilizaram como explante a parte aérea com dapices caulinares (Alves et al., 2021).
Mesmo in vitro, a presenca do apice caulinar pode favorecer o desenvolvimento de novos
rebentos devido ao efeito de dominancia apical. Isto porque, na planta, a sintese de auxinas
ocorre principalmente nas zonas apicais e durante o seu transporte, do dpice para a base
promovem um crescimento mais vigoroso do eixo central da planta (efeito da dominéancia
apical), permitindo o seu crescimento em altura. Este pode ser um dos fatores que explica
melhores resultados obtidos em explantes de apices caulinares quando comparados a explantes

de gemas axilares (Grattapaglia e Machado, 1990).

Cerca de 2-3 meses apds inoculagdo dos explantes inicias, os rebentos obtidos foram sujeitos a
repicagem, nos trés meios de cultura anteriormente testados, por forma a confirmar o seu efeito
na formacdo de novos rebentos (quadro 9). Nestes ensaios foram também utilizados como
explante parte aérea, com e sem dpice, na tentativa de esclarecer os resultados obtidos
anteriormente. Apds analise visual da progressdao das culturas verificaram-se 100 % de
regeneracao nos explantes, em qualquer um dos meios, sem registo de qualquer contaminacgdo

(quadro 9 e figura 19).
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Quadro 9. Taxa de regeneracdo (%) de explantes de C. album, sujeitos a repicagem (sub-cultura),
em diferentes meios de cultura.

. . Taxa de
. Data da Meiode Numero de =
Ensaio . ~ Explante regeneracao
inoculagcao cultura explantes (%)
()

R1 06.07.2023 Parte aérea com apice caulinar 40 100
Repicagem dos WPM 1
explantes de

R2 05.04.2023 Parte aérea sem apice caulinar 12 100

R3 Parte aérea com apice caulinar 17 100
25.07.2023 . . WPM 2

R4 . Parte aérea sem apice caulinar 16 100
Repicagem dos

R5 explantes de Parte aérea com apice caulinar 17 100

22.05.2023 WPM 3

R6 Parte aérea sem apice caulinar 16 100

R7 Parte aérea com apice caulinar 18 100
01.08.2023 ) ) WPM 2

R8 Parte aérea sem apice caulinar 17 100
Repicagem dos

R9 explantes de Parte aérea com &pice caulinar 15 100

15.05.2023 WPM 3
R10 Parte aérea sem apice caulinar 15 100

*WPM 1 - Meio de cultura WPM suplementado com Cinetina (1 mg/L); WPM 2 — Meio de cultura WPM
suplementado com Cinetina (0,5 mg/L) e 2-iP (2mg/L); WPM 3 — Meio de cultura WPM suplementado
com Cinetina (1 mg/L) e 2-iP (2mg/L).

C

Figura 19. A, B e C - Rebentos de Corema album obtidos a partir da cultura in vitro dos explantes iniciais
(Fonte: autor).
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Contudo, por falta de tempo para execucdo das avaliagbes seguintes necessarias,
nomeadamente determinacdo do numero de rebentos por explante, do peso médio dos
rebentos, do comprimento médio dos rebentos, que permitiriam distinguir o efeito dos
diferentes meios de cultura, ndo foi possivel definir o melhor meio de cultura e o melhor explante
para a micropropagacao de C. album nestes ensaios. Embora, com base nas observagdes
efetuadas ao longo do ensaio, é possivel sugerir o meio de cultura WPM3 como o que se revelou
melhor para o estabelecimento in vitro de rebentos de C. album, visto que os explantes tiveram

uma regeneragao mais rapida.

E de salientar que o enraizamento in vitro de C. album ainda n3o foi alcangado, tendo sido
descrito ex vitro dos rebentos obtidos in vitro com uma taxa de sucesso aceitavel em termos de
inducdo radicular, permitindo a formac¢do de um sistema radicular desenvolvido (Alves, 2019;

Alves et al., 2021).

A necessidade do estabelecimento de protocolos de micropropagacao de plantas da espécie C.
album adquire maior relevancia quando se perspetivam possiveis repovoamentos, uma vez que
as plantas estudadas possuem protecdo legal sob a Diretiva Habitats n? 92/43/CEE, o que lhes

confere a designacdo de habitat prioritario, pela sua distribuicdo restrita e vulnerabilidade.
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4.1.2. Estadios fenolégicos

Apds observacgdo e registo fotografico quinzenal das plantas de C. album da area dunar de
Moledo do Minho, foi possivel elaborar o cronograma fenoldgico que a seguir se apresenta
(figura 20). Pela sua analise é possivel verificar que o desenvolvimento das plantas masculinas e

femininas foi similar, embora com diferencas temporais.

Fenologia dos individuos masculinos de Corema album

Gomos de floragio
Antese (desabrochar da flor)

Deiscéncia (libertagao do polen)

T —
T -
Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez

Gomaos de floragio

Antess

Gomos de rencvo
I croscerco st
e
_Matum;ﬁo dos frutos

Fenologia dos individuos femininos de Corema album

Figura 20. Cronograma fenoldgico de individuos masculinos e femininos de Corema album, em Moledo do
Minho, entre janeiro de 2022 e outubro de 2023.

Nesta espécie, os estddios reprodutivos antecedem os estddios vegetativos, sendo que a
formacdo de gomos de floragdo dos individuos masculinos ocorre entre os meses de novembro

e margo, enquanto nos individuos femininos esta fase sucede entre janeiro e abril (figura 21).

Figura 21. Planta feminina em inicio de floragdo (a esquerda) e planta masculina em floragdo avangada (a

direita) de Corema album, em Moledo do Minho, em marco de 2023 (Fonte: autor).
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Foram observadas duas formas diferentes de crescimento vegetativo: na primeira, uma Unica
gema terminal desenvolve-se, originando um Unico rebento, enquanto na outra forma se
desenvolvem gemas axilares ao lado da gema terminal. A mesma situacdo é descrita por Jacinto

e outros (2022), em estudos realizados com esta espécie na Praia do Meco.

Nas plantas masculinas (figura 23), o desenvolvimento de gomos de floragdo é uma fase mais
prolongada e ocorre durante o periodo em que nao se verifica crescimento vegetativo. De
destacar a fase de desabrochar da flor (antese), que se observa mais longa nos individuos
masculinos (fevereiro a junho) comparativamente aos individuos femininos (mar¢o a maio). O
periodo de sincronia ocorre nos meses de abril e maio, com a formacdo dos gomos de renovo.
Nas plantas femininas (figura 22), o crescimento vegetativo é simultaneo a fase inicial de
frutificacdo, sendo um estadio mais curto (maio a agosto) comparativamente as plantas

masculinas (maio a outubro).

Estes resultados corroboram estudos fenolégicos realizados em Cabo Carvoeiro para esta
espécie (Marques, 2007), os quais concluiram que a floragdo das plantas masculinas é mais
distribuida ao longo do tempo e apresenta um maior nimero de inflorescéncias e flores quando
comparada com a floracdo das plantas femininas. Ainda que os arbustos masculinos iniciem
primeiro a floracdo, o auge desta fase é sincrono, uma vez que a floracdo feminina se observa

menos morosa (Santos et al., 2016).

N3o foram encontradas plantas hermafroditas neste local de amostragem, como foi descrito em
Asperillo e Vila Real de Santo Antdnio por Zunzunegui et al. (2006). Tal facto pode dever-se as
maiores taxas de aridez destes locais (Jacinto et al., 2022), quando comparado com a Praia de

Moledo.

A frutificacdo de C. album observa-se no periodo de temperaturas mais elevadas e precipitagao
guase inexistente (Zunzunegui et al., 2006), o que corrobora os resultados das observacdes das
plantas em estudo. A frutificacdo das plantas de C. album em Moledo do Minho ocorreu nos
meses de maio, junho e julho, época do ano em que as temperaturas médias minimas e maximas
se verificaram mais elevadas e, excetuando o més de junho, a pluviosidade foi menor (quadro
1). De igual forma, estes resultados sdo apoiados por estudos efetuados por Andrade e
colaboradores (2015) e Diaz-Barradas e colaboradores (2016), quando afirmam que o
aparecimento do fruto se verifica no verao ou no inicio do outono, entre os meses de julho e
outubro, num periodo que corresponde a temperaturas elevadas, radia¢do intensa e auséncia

de chuva.
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O desenvolvimento dos frutos inicia-se com a intumescéncia do ovario, que apresenta coloragdo
verde-amarelada, com uma depressdo na base dos estigmas. Essa concavidade comeca a ficar
preenchida pelo fruto, o qual adquire uma cor verde transltcida, comprovando observagées

realizadas por Jacinto et al. (2022).

A maturacdo dos frutos é o estadio mais tardio, sendo fortemente influenciada pelas condicGes
meteoroldgicas/climaticas. Na populagdo em estudo, a maturacdo dos frutos observou-se de
agosto a outubro, com estes a adquirirem cor branca (figura 22 G-l). Jacinto (2019) comparou
quatro populagdes de C. album na costa portuguesa, concluindo que, ao longo de um gradiente
latitudinal, a maturacgdo dos frutos das plantas a Sul ocorreu mais cedo (inicio de agosto) quando
comparada a maturagdo dos frutos das plantas do Norte (final setembro). A liberta¢do dos frutos
observa-se nos ultimos meses do ano e estes, apesar de adquirirem posteriormente cor
castanho clara, ainda permanecem na planta durante algum tempo do ciclo de crescimento
seguinte (figura 22 e figura 23). Quando o volume dos frutos comeca a aumentar, as plantas
femininas apresentam uma diminui¢do no crescimento vegetativo, em comparacdo as plantas

masculinas (Alvarez-Cansino et al., 2010; Zunzunegui et al., 2006).

Por ser uma planta perene, C. album ndo apresenta uma fase fenolégica definida de queda das
folhas. A formacdo de novas folhas coincide com o estddio vegetativo, a partir da primavera,
fase em que a planta experimenta um maior crescimento. Estes dados corroboram os resultados

de estudos efetuados por Jacinto et al. (2022).
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Figura 22. Planta feminina de Corema album: gomos de flora¢do (A); antese (B); gomos de renovo (C,

E); crescimento vegetativo (F); frutificagdo (G e H) e maturagdo dos frutos (l) (Fonte: autor).
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Figura 23. Planta masculina de Corema album: gomos de floragdo (A e B); antese (C); deiscéncia (D);
gomos de renovo (E e F); crescimento vegetativo (G e H) (Fonte: autor).

55



Na drea estudada, verifica-se uma predominancia de plantas do género masculino
comparativamente a plantas do género feminino. Segundo Diaz Barradas et al. (2000), em
populacdes maduras e estdveis ocorre, em geral, equilibrio entre os dois sexos. Em ambientes
menos favoraveis é comum a predominancia de individuos masculinos, enquanto em ambientes
favoraveis, a razdo pode ser de 1:1 ou ocorrer a supremacia de plantas femininas (Diaz Barradas
e Correia, 1999; Obeso, 1997; Clavijo et al., 2007). A ocorréncia de ventos fortes frequentes, a
instabilidade do solo e a idade avangada das plantas de Corema album deste local, podem estar
na origem desta distribuicao desequilibrada entre géneros. Outro fator pode estar relacionado
com a existéncia de frutos nas plantas do género feminino. Tal facto implica um predominio de
individuos masculinos em ambientes com stresse, uma vez que estes ndo apresentam gastos
energéticos na producdo de frutos, sendo o investimento dirigido ao crescimento vegetativo na

parte aérea e radicular (Obeso et al., 1998; Diaz Barradas et al., 2000).

Apesar das plantas desta espécie poderem alcancar alturas de cerca de 100 cm, os individuos da
area estudada atingem, em média, os 50 cm. Segundo Clavijo et al. (2007), plantas dunares
submetidas a instabilidade do solo e ventos fortes tém variacdo fenotipica da estrutura da
candpia para resistir a fatores ambientais locais tais como: velocidade do vento, competicdo

com outras espécies e idade das populagdes.

4.1.3. Compostos bioativos

De entre a imensa variedade de compostos bioativos que as plantas produzem, destacam-se
aqueles que apresentam atividades biolégicas, nomedamente atividade antioxidante, por
possuirem a capacidade de interagir de forma segura com os radicais livres, protegendo as

células do metabolismo oxidativo. (Lobo et al., 2010).

Assim, neste estudo, efetuou-se a quantificacdo de algumas classes de compostos bioativos
presentes nos extratos metandlicos 70 %, etandlicos 70 % e cetdnicos 70 % de folhas de C. album
em diferentes estadios fenoldgicos, nomeadamente compostos fendlicos totais, flavonoides
totais e taninos totais, muitos dos quais estdo descritos como compostos com atividade

antioxidante.

No quadro 10, encontram-se expressos os resultados dos compostos bioativos estudados, em

trés datas de colheita, em funcdo do solvente de extragao.
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Quadro 10. Efeito do solvente de extracdo, para cada data de colheita, na composicdo

fitoquimica das folhas de C. album (Resultados expressos em média + DP de amostra seca).

Fendlicos totais

Flavonoides totais

Taninos totais

D
ohea ege "Gl mpafiie (mecacie
Metanol 70% 81,04b + 8,48 13,74a £ 1,22 73,97b £ 9,28
02.12.2022 Etanol 70% 85,14b + 11,33 9,52b + 0,36 77,88b + 11,58
Acetona 70% 114,00a £ 8,33 7,43c¢+0,44 96,50a + 8,37
Metanol 70% 66,35b + 15,00 8,70a+1,84 60,63a = 14,59
02.02.2023 Etanol 70% 68,36b + 8,31 7,40ab £ 0,67 60,79a+ 7,97
Acetona 70% 87,99a+6,71 5,96b £ 0,43 74,372+ 7,22
Metanol 70% 78,40ab + 9,11 15,76a £ 0,52 68,58a + 8,89
03.07.2023 Etanol 70% 87,74a £ 6,07 16,68a £ 0,99 68,02a + 5,57
Acetona 70% 68,43b £ 12,14 11,69b + 1,18 36,14b £ 10,30

*Médias com letras diferentes na mesma coluna, para cada data, indicam diferencas significativas (p <
0,05).

Pela analise do quadro 13, observa-se que a composicao fitoquimica das folhas de C. album é
significativamente (p < 0,05) influenciada pelo solvente de extracdo, tendo-se verificado que o
solvente com maior capacidade de extracdo de compostos fendlicos totais e taninos, na maioria

das amostras, é a acetona.

O valor de compostos fendlicos totais e taninos mais elevados foram obtidos no extrato com
acetona 70 %, na amostra recolhida em dezembro. No entanto, foi também neste extrato que se

obtiveram os valores mais baixos de flavonoides totais em todas as amostras.

Contrariamente as amostras anteriores, na amostra recolhida em julho, os valores mais elevados
de compostos fendlicos totais e flavonoides foram obtidos no extrato etandlico 70%, sendo o
extrato preparado com acetona 70 % o que apresentou concentra¢do mais baixa destes grupos
de compostos. Para os flavonoides, o metanol 70 % revelou ser o solvente com maior capacidade
de extragdo, ndo se verificando diferencgas significativas entre os extratos metandlico 70 % e
etandlico 70 % na amostra de julho. As variacGes observadas nos grupos de compostos nos trés
extratos podem ser explicadas pelo facto de existir uma grande diversidade de compostos
fendlicos nas folhas de C. album. Ainda que neste trabalho ndo tenham sido quantificados todos
os grupos de compostos de natureza fendlica, foi ja reportada a presenca de acidos
hidroxibenzoicos, acidos hidroxicinamicos, para além de flavonoides em extratos hidroetandlicos
de folhas de C. album (Cerquido et al., 2022). De igual modo, diferencas no conteido em
compostos fendlicos totais e flavonoides foram também reportadas para extratos aquosos e

metandlicos de folhas e frutos de camarinha, tendo sido o extrato metandlico aquele que
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apresentou maior capacidade de extragdao de compostos fendlicos e flavonoides nas folhas
(Ferreira, 2018). Este facto pode estar relacionado com a solubilidade dos compostos no solvente
de extragdo. Isto porque, a solubilidade dos compostos fendlicos e dos flavonoides nestes
solventes depende dos grupos funcionais presentes nestes fitoquimicos, o tamanho da molécula
e a cadeia hidrocarbonatada (Zama et al. 2020). Assim, a eficiéncia da extracdo é claramente
dependente, entre outros, da escolha do solvente, sendo os mais comumente utilizados o
metanol, a acetona, o etanol e a d4gua, devido ao seu carater polar, que resulta na afinidade com
compostos fendlicos em geral (Garzén, 2008). Um solvente de polaridade semelhante ao soluto
dissolvera adequadamente o soluto, sendo a ordem crescente de polaridade dos solventes mais

comuns a seguinte: acetona < etanol < metanol < dgua (Reichardt e Welton, 2010).

Mas a extracdo de compostos fendlicos em materiais vegetais pode ser, também, influenciada
pelas condi¢cdes de armazenamento e processamento das amostras previamente a extracao,
assim como pelo tempo de extracdo. Ferreira (2018) encontrou diferencas no teor de compostos
fendlicos em extratos aquosos de folhas de camarinha obtidos apds 6h e 16h de extra¢do, tendo
reportado uma diminuicdo na quantidade de compostos fendlicos totais com o aumento do
tempo de extragdo. Segundo a autora, esta reducao sugere que tempos mais prolongados de
extracdo com dgua sejam acompanhados do inicio da degradacdo de alguns compostos fendlicos
presentes nas folhas. Contudo, esta tendéncia ndo se verificou no teor de flavonoides, cuja

concentracgdo foi superior no extrato sujeito a 16h de extragao.

No quadro 11, encontram-se expressos os resultados obtidos na quantificacdo destes grupos de

compostos bioativos, nos trés extratos, em funcdo da data da colheita.

Quadro 11. Efeito da data de colheita, para cada solvente de extracdo, na composicdo
fitoquimica das folhas de C. album (Resultados expressos em média + DP de amostra seca).

A Data de Fendlicos totais Flavonoides totais Taninos totais
otaio coeta (] e sl
02.12.2022 81,04a + 8,48 13,74b+ 1,22 73,97a£9,28

M;;a;:d 02.02.2023 66,35a + 15,00 8,70c 1,84 60,63a + 14,59
03.07.2023 78,40a + 9,11 15,76a + 0,52 68,584 + 8,89

02.12.2022 85,14a + 11,33 9,52b+0,36 77,88a+11,58

E;;’:/‘:' 02.02.2023 68,36b * 8,31 7,40c 0,67 60,79ab + 7,97
03.07.2023 87,74a + 6,07 16,68a + 0,99 68,02ab * 5,57

02.12.2022 114,00a + 8,33 7,43b+ 0,44 96,50a 8,37

A?‘;“:/:‘a 02.02.2023 87,99b £ 6,71 5,96c + 0,43 74,37b + 7,22
03.07.2023 68,43 + 12,14 11,69a + 1,18 36,14c * 10,30

*Médias com letras diferentes na mesma coluna, para cada solvente, indicam diferengas significativas (p
<0,05).

58



Pela andlise dos dados do quadro 14, verifica-se que a composi¢do fitoquimica das folhas de C.
album é significativamente (p < 0,05) influenciada pela data da colheita, para os trés solventes

de extracgao.

E de salientar que ao longo do ano a tendéncia de variacdo de concentracdo dos varios grupos
de compostos foi idéntica, com a sua diminuicdo entre dezembro e fevereiro seguida de um
aumento entre fevereiro e julho, a exce¢do das amostras extraidas com acetona 70 %, em que
se verificou a diminuicdo da quantidade de compostos fendlicos totais de taninos totais, entre
dezembro e julho. As concentragdes mais elevadas de flavonoides totais registaram-se em julho
e as menores em fevereiro. Por outro lado, os taninos totais tiveram maior acumulacdo no més
de dezembro. J4 os compostos fendlicos totais apresentaram valores maximos em dezembro,
para os solventes acetona 70 % e metanol 70%. Esta maior acumulagdo de compostos fendlicos
em dezembro, comparativamente ao més de fevereiro, pode estar relacionada com fatores
meteorolégicos, uma vez que no més de dezembro foram ultrapassados os valores normais
maximos de temperatura esperados na regido para esta época do ano, verificando-se valores

médios de temperatura maxima de 15,7 °C (quadro 1).

A tendéncia de aumento dos flavonoides totais na amostra recolhida em julho,
comparativamente as amostras de dezembro e fevereiro, pode estar associada a uma maior

exposicdo a radiagdo solar.

A sintese de flavonoides é intensificada em situa¢Ges que favorecem o stresse oxidativo, tanto
abidético como bidtico (Kumar e Pandey, 2013). Todos os flavonoides sdo absorvidos nos
comprimentos de onda ultravioleta (UV). Estes acumulam-se principalmente na epiderme das
células vegetais e a sua sintese é geralmente ativada apds a exposicao a radiagdes desta gama,
absorvendo o excesso de radiagao que chega a planta. Presume-se, por isso, que protegem as
plantas contra a exposicdo a radiacdo UV, minimizando o risco de danos oxidativos e,
conseguentemente, aumentando a resisténcia ao stresse luminoso (Borges et al. 2020; Ferreyra

et al. 2021;).

Na regido onde foram recolhidas as amostras de C. album para o presente trabalho, fatores como
a temperatura, intensidade de luz, radidncia e escassez de pluviosidade apresentam,
consistentemente, valores maximos nos meses de junho, julho e agosto. Estes dados estao de
acordo com as condicGes abidticas que se fizeram sentir na regido onde foram recolhidas as
amostras de C. album, nos meses de junho e julho, nomeadamente a elevada intensidade
luminosa e radiancia. Da mesma forma, também se poderdo justificar os valores mais elevados

de flavonoides obtidos nas amostras do més de dezembro comparativamente as do més de

59



fevereiro, uma vez que o més de novembro e dezembro se apresentaram, excecionalmente,
quentes. E também de salientar que, além da elevada intensidade luminosa, durante os meses
de verdo as plantas sdo, também, submetidas a fontes limitadas de agua, o que promove o fecho
dos estomas, resultando numa diminuicdo acentuada da absorcdo e fixacdo de didxido de
carbono. Como consequéncia, os processos metabdlicos sdo impelidos para a sintese de

compostos reduzidos, como os fendis (Selmar e Kleinwéachter, 2013).

O conteudo de compostos fendlicos na planta também pode variar em fun¢do de fatores
bidticos, nomeadamente, na interacdo com microrganismos. A pluviosidade elevada que se fez
sentir no més de dezembro (quadro 1), aliada a temperaturas mais elevadas para esta época do
ano, pode ter favorecido o crescimento de microrganismos patogénicos, particularmente de
fungos. Tal facto pode explicar os valores de taninos mais elevados observados no més de
dezembro, uma vez que os taninos vegetais sdo caracterizados por desempenharem um

importante papel na defesa das plantas contra microrganismos (Borges et al. 2020).

No quadro 12, encontram-se expressos os resultados dos compostos bioativos investigados, para

os trés solventes de extracdo, em funcdo do estadio fenoldgico.

Quadro 12. Efeito do estadio fenoldgico, para cada solvente de extragdo, na composicdo
fitoquimica da parte aérea de C. album (Resultados expressos em média = DP de amostra seca).

Fendlicos totais

Flavonoides totais

Taninos totais

Solventti de Estadio fenoldgico (mg GAE/g de (mg QE/g de (mg GAE/g de
extragcao
amostra) amostra) amostra)

Vegetativo 74,932+ 12,28 12,52a £ 3,21 68,43a 12,11
F|0rac§o precoce 79,838 + 6,62 10,388b + 0,80 74,323 + 6,36

Metanol 70%
Florag3do avancada 73,97a+7,93 8,69b + 0,67 68,36a + 7,75
Inicio da frutificacdo 80,25a + 7,46 11,12ab + 0,44 73,082+ 7,63
Vegetativo 78,402 £ 12,09 9,75a+2,17 70,632+ 12,08
Etanol Florac3o precoce 76,49a 5,12 7,04b + 0,81 70,20a £ 4,31
70% Floragdo avancada 72,10ab + 5,69 7,30ab + 1,13 64,68a = 6,09
Inicio da frutificacdo 71,84a + 3,57 8,64ab £ 0,76 64,36a *+ 3,68
Vegetativo 97,572+ 14,78 7,07ab £ 1,04 81,59a + 13,62
Acetona F|orac50 precoce 97,61a £ 8,11 5,73bC +0,29 83,942+ 7,92
70% Floragdo avangada 86,998a t 5,86 5,36c+ 1,54 75,44a 5,52
Inicio da fruﬁﬁcagéo 89,90a * 14,86 7,85a £ 0,39 74,71a £ 14,61

*Médias com letras diferentes na mesma coluna, para cada solvente de extragdo, indicam diferengas
significativas (p < 0,05).
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Os dados do quadro 12, demonstram que nao existem diferencas significativas na concentragdo
dos compostos fendlicos totais e dos taninos entre as diferentes fases do ciclo fenoldgico. No
entanto, verificaram-se diferencas significativas nos flavonoides totais (p<0,05), sendo a sua
concentragdo significativamente maior nas amostras do estado vegetativo para os solventes

metanol 70 % e etanol 70 %.

Para o parametro dos compostos fendlicos totais, foram obtidos valores entre 74,93 £ 12,28 mg
GAE/g e 97,57 + 14,78 mg GAE/g no estadio vegetativo; 76,49 + 5,12 mg GAE/g e 97,61 + 8,11
mg GAE/g, no estadio de floracdo precoce; 72,10 + 5,69 mg GAE/g e 86,998 + 5,86 mg GAE/g, no
estadio de floracdo avancada e entre 71,84 + 3,57 mg GAE/g e 89,90 + 14,86 mg GAE/g, no

estadio de inicio de frutificagao.

Brito et al. (2020) demonstraram que as folhas desta espécie apresentam um conteldo de
compostos fendlicos elevado (2,47 + 0,21 mg GAE/g de peso fresco) quando comparado com as
restantes partes da planta (flores: 0,32 + 0,02 mg GAE/g de peso fresco; fruto: 0,83 + 0,01 mg
GAE/g de peso fresco). Bertotti (2019) avaliou o contetido de compostos fendlicos totais em
folhas de C. album, extraidas com acetona, obtendo o valor de 246,73 + 21,20 mg GAE/100 g de
peso fresco. Cerquido (2022) refere valores de 67,1 * 4,0 mg GAE/g de peso seco em extratos
etandlicos, para a quantificacdo de compostos fendlicos totais em folhas de camarinha. A
diferenga de valores obtidos neste estudo, comparativamente a outros autores, pode dever-se
ao local de colheita, ao ano meteoroldgico, ao estadio fenoldgico em que as amostras foram

colhidas e a metodologia utilizada.

Para o parametro dos flavonoides totais, foram obtidos valores entre 7,07 + 1,04 mg GAE/g e
12,52 + 3,21 mg GAE/g no estadio vegetativo; 5,73 + 0,29 mg GAE/g e 10,38 + 0,80 mg GAE/g,
no estadio de floragdo precoce; 5,36 + 1,54 mg GAE/g e 8,69 + 0,67 mg GAE/g, no estadio de
floragdo avancada; 7,85 + 0,39 mg GAE/g e entre 11,12 + 0,44 mg GAE/g no estadio de inicio de

frutificacdo.

Para o parametro dos taninos totais, foram obtidos valores entre 68,43 + 12,11 mg GAE/g e 81,59
+ 13,62 mg GAE/g no estadio vegetativo; 70,20 + 4,31 mg GAE/g e 83,94 = 7,92 mg GAE/g, no
estadio de floragdo precoce; 64,68 + 6,09 mg GAE/g e 75,44 + 5,52 mg GAE/g, no estadio de
floragdo avancada; 64,36 + 3,68 mg GAE/g e entre 74,71 + 14,61 mg GAE/g, no estadio de inicio

de frutificacdo.

Relativamente ao contelddo de taninos totais nas folhas de C. album, ndo foram encontrados
valores na literatura que tornassem possivel uma comparagdo com os resultados obtidos neste

estudo.
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Os resultados observados no presente trabalho corroboram a ideia de que as diferentes fases
fenolégicas das plantas apresentam um impacto consideravel na producdo dos diversos
compostos fendlicos e, ainda que, estes compostos estejam presentes em todas as plantas de
C. album, a sua distribuicdo é desigual entre as diferentes plantas e nas diferentes partes desta,

pois sdo produzidos como forma de adaptagdo ao ambiente envolvente (Salunkhe et al., 1982).

De acordo com a teoria da aloca¢do em fisiologia vegetal, o limitado fornecimento de recursos
essenciais disponiveis para as plantas forga-as a negociar entre fungdes fisioldgicas concorrentes
(Caretto et al., 2015). Assim, é expectavel que durante os estagios de crescimento mais intensivo,
a planta de C. album aloque os recursos disponiveis para os processos de metabolismo primario

em detrimento do metabolismo secundario (Silva et al., 2023).

As folhas da espécie C. album apresentam-se, desta forma, como uma fonte de compostos
bioativos. A colheita, cuja finalidade passe pela obtencdo destes compostos, deve ser realizada
nos meses de verdo, época na qual a planta exibe maior teor de compostos fendlicos e

flavonoides.

4.1.4. Teor de humidade e teor de gordura
Os resultados obtidos para os teores de humidade e gordura, sdo apresentados no quadro 13.

Quadro 13. Caracteriza¢do das diferentes partes aéreas de C. album, em diferentes datas de
colheita (Resultados expressos em média + DP de amostra seca).

Parte da planta Data de colheita Teor de humidade (%) Teor de gordura (%)

02.12.2022 45,42a+ 1,02 6,43a £ 0,03
Folhas* 02.02.2023 50,26a = 10,18 5,66ab + 0,82
03.07.2023 46,24a + 0,06 4,90b + 0,01
Folhas + caules 02.12.2022 47,18 £ 0,76 5,07+0,43
Folhas + flores* 02.02.2023 44,70a + 4,04 5,02a + 0,86
05.04.2023 38,11b + 2,40 4,42a+0,38
Folhas + frutos 05.04.2023 52,05+ 1,70 5,27 £0,30
Frutos 03.07.2023 62,83+ 0,24 5,82 +0,03

*Médias com letras diferentes na mesma coluna, para cada parte da planta, indicam diferengas
significativas (p < 0,05).

Aquando da observacdo do quadro 13, constata-se que o teor de humidade nas folhas ndo
apresenta diferencas significativas (p>0,05), ndo se verificando, por isso, influéncia da data da

colheita no teor de humidade das folhas de C. album. O teor de humidade mais elevado
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verificou-se nos frutos. Contudo, o valor obtido no presente estudo (62,83 + 0,24 %), é inferior
ao referido por Herrera (1987) de 74,6 %, Santos et al. (2014) de 83,41 % e Simdes (2018) de
84,79 %. Esta diferenca de valores pode dever-se, entre outros fatores, ao local de colheita, ao

ano meteorolégico e ao grau de maturacao dos frutos.

Os dados do quadro revelam que o teor de gordura é significativamente (p < 0,05) influenciado
pela data da colheita no que respeita as folhas da planta, sendo a amostra recolhida em
dezembro a que apresenta maior teor. O segundo maior valor de teor de gordura foi obtido para
os frutos de C. album com 5,82 + 0,03 %. Tal resultado é corroborado por estudos de Herrera
(1987), quando este menciona o valor de 5,8 % para o teor de gordura nas bagas de camarinha,

enquanto Simdes (2018) refere valores 4,77 % para frutos da mesma espécie.

Relativamente ao teor de humidade e gordura nas folhas, flores e caules de C. album, ndo foram

encontrados dados na literatura para comparacao.

O alto teor de acidos fendlicos apresentados pela espécie C. album é acompanhado pela
presenca de outros acidos organicos, como acidos gordos polinsaturados de cadeia longa,
6mega-3 e dmega-6, principalmente nas folhas, polpa e sementes, o que também podem
justificar o efeito neuroprotetor e anti-inflamatdrio caracteristicos desta planta (Andrade et al.,

2017; Macedo et al., 2015; Ledn-Gonzalez et al., 2012).

4.2. Analise de resultados de Crithmum maritimum

4.2.1. Otimizagao de um protocolo de micropropagagao

Na tentativa de estabelecer um protocolo de micropropagacdo de C. maritimum, foram
utilizados os mesmos critérios aplicados em C. album, nomeadamente plantas com aspeto
sauddavel, vigoroso e com aparente potencial de resposta as condi¢des de cultura, como fontes

de explantes.

Os resultados do estabelecimento in vitro dos explantes de C. maritimum encontram-se
descritos no quadro 14. O procedimento iniciou-se com a desinfecao dos explantes seguindo-se
o protocolo de desinfegdo 1, (ponto 2.2 da sec¢do Materiais e Métodos) nos primeiros 6 ensaios.
Nos referidos ensaios, verificou-se a contaminacdo de todos os explantes (segmentos nodais e

entrends), sendo os agentes de contaminacgdo essencialmente de caracter fungico.
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Quadro 14. Taxas de contaminagdo (%) e regeneragao (%) de explantes de C. maritimum,
colhidas na natureza, sob a¢do de diferentes protocolos de desinfecdo.

. Data da Meio de Suplementacio Numero de Taxa.de ~ Taxa de,,
Ensaio . - Explante contaminagdo regeneragao
inoculagao cultura hormonal explantes
(%) (%)

1 NGs BA (0,5 mg/L) 80 100 0
05.12.2022 MS

2 Entrends NAA (0,1 mg/L) 80 100 0

3 Nés BA (0,5 mg/L) 50 100 0
30.01.2023 MS

4 Entrends NAA (0,1 mg/L) 50 100 0

5 N6s BA (0,5 mg/L) 50 100 0
13.02.2023 MS

6 Entrends NAA (0,1 mg/L) 50 100 0

. BA (0,5 mg/L)
7 08.05.2023 Nés MS NAA (0,1 mg/L) 100 0 90
, BA (0,5 mg/L)

8 23.05.2023 Nos MS NAA (0,1 mg/L) 100 0 100

9 BA (0,5 mg/L) 50 70 30
17.07.2023 NOs MS Sem

10 50 30 70

fitorreguladores

Tendo em conta o agente de contaminac¢do, o procedimento de desinfegdo foi alterado, sendo
acrescentado um passo de imersao dos explantes numa solugdo aquosa, a qual foi adicionado o
antifungico Mancozebe (1 g/L) (protocolo de desinfecdo 2 descrito no ponto 2.2 da secg¢do
Materiais e Métodos). Este protocolo de desinfecdo foi utilizado nos ensaios 7 a 10, tendo-se
verificado ser mais eficiente do que o anterior, atendendo aos resultados obtidos (ensaios 7 e
8: sem contaminacdo; ensaio 9: taxa de contaminac¢do 70 % e ensaio 10: a taxa de contaminacgdo

atingiu os 30 %).

Relativamente a etapa de regeneracao, nos explantes dos ensaios de 1 a 6, esta ndo foi possivel

avaliar, dado a taxa de contaminacao ter sido de 100 %, inviabilizando todo o material vegetal.

Nos ensaios 7 e 8, foram inoculados explantes de nés dos caules da espécie em estudo em meio
de cultura MS, suplementado com BA (0,5 mg/L) e NAA (0,1 mg/L). Os explantes destes ensaios
apresentaram uma taxa de regenerac¢do de 90 % (90/100) e 100 % (100/100), respetivamente.
Contudo, ndo houve formacao de gomos foliares, nem rebentos caulinares, tendo a regeneracao
consistido na formacdo de tecido caloso e raizes (figura 24 - A). Por este motivo, no ensaio 9, a
suplementac¢do hormonal do meio de cultura foi alterada tendo-se retirado o regulador de
crescimento NAA, uma vez que a sua funcdo estd relacionada com a indugdo de tecidos
radiculares (George et al., 2008)., mas mantendo-se o BA (0,5 mg/L). A regeneracdo dos
explantes neste ensaio atingiu os 30 % (15/50) com a formacdo de tecido caloso e produgdo de
raizes, sem, contudo, se ter observado formacdo de rebentos e/ou plantulas (figura 24 - B). No

ensaio 10 foram inoculados explantes de nds dos caules em meio de cultura MS sem
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suplementacdo. A regeneracdo dos explantes neste ensaio atingiu os 70 % (35/50) com a
formacdo de tecido caloso e produgdo de raizes, sem, no entanto, se ter verificado a formacgao

de plantulas (figura 24 - C).

Segundo Grigoriadou e Maloupa (2008), quando adicionado o regulador de crescimento BA
numa concentragdo de 2,5 UM em meio de cultura MS, verifica-se um aumento significativo da
proliferacdo de rebentos de C. maritimum. Segundo os autores a combinagdo deste
fotorregulador (BA 2,5 uM) com o acido a-naftalenoacético (NAA) em concentragdes que
variaram entre 1 a 2,5 uM, teve, simultaneamente, influéncia positiva na proliferacao de
rebentos caulinares e no enraizamento, resultando numa elevada percentagem de
enraizamento (82,5 — 95 %), assim como no aumento do numero de raizes. A percentagem de
enraizamento atingiu os 100 % quando foi adicionado acido indol-3-butirico (IBA) (0,5a 1 uM) e

BA (2,5 uM), aumentando significativamente o nimero de rebentos enraizados, o nimero de

raizes e o comprimento da raiz (Grigoriadou e Maloupa, 2008).

Figura 24. Explantes de Crithmum maritimum inoculados em meio de cultura MS: suplementado com BA
(0,5 mg/L) e NAA (0,1 mg/L) apds 23 dias de cultura (A); suplementado com BA (0,5 mg/L) apds 16 dias de
cultura (B) e sem suplementacgdo apds 8 dias de cultura (C) (Fonte: autor).
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C. maritimum é uma espécie haldfita, como tal, naturalmente adaptada a solos com alto teor de
sal. Tal facto pode explicar a inexisténcia da formacgdo de plantulas no trabalho desenvolvido,
uma vez que nao foi adicionado cloreto de sédio (Nacl) ao meio de cultura. Segundo Ben Amor
et al. (2005), C. maritimum requer salinidade moderada para expressar o seu potencial maximo
de crescimento. Em estudos levados a cabo por estes autores, os valores de biomassa da parte
aérea e da raiz foram significativamente aumentados com NaCl 50 mM, em plantas submetidas
a cultura hidropdnica. No entanto, o crescimento foi consideravelmente reduzido na
concentragdo de sal mais elevada (NaCl 200 mM) em ambos os drgdos. A tolerancia ao sal de C.
maritimum, quando cultivado hidroponicamente, foi atribuido a sua capacidade de manter um
abastecimento conveniente de agua aos tecidos e exibir elevada atividade enzimatica
antioxidante (Ben Amor et al., 2005). Também Grigoriadou e Maloupa (2008), concluiram que a
proliferacao de rebentos se verificou em concentracdes de NaCl 0-50 mM e foi gradualmente
reduzida em concentracdes mais elevadas de cloreto de sddio (100 - 300 mM), quando testaram
aresposta in vitro ao stresse salino nesta planta. Por esse motivo, alguns autores consideram C.
maritimum uma planta haldéfita facultativa, uma vez que a taxa maxima de crescimento desta
espécie ndo corresponde necessariamente a altos niveis de salinidade (Renna, 2018). Hamed et
al. (2004) cultivou esta planta em vasos com solo arenoso, usando solu¢Bes nutritivas com
diferentes concentragdes de NaCl e concluiu que C. maritimum possui uma tolerancia moderada
ao NaCl, uma vez que a concentracao de sal que levou a reducdo de 50% na matéria seca da

parte aérea, na area de superficie foliar e no nimero de folhas foi de 150 mM de Nacl.

Os fitorreguladores sdo componentes cruciais no meio de cultura, uma vez que, por
mimetizarem as hormonas vegetais, coordenam o crescimento e resposta ao stresse, bem como
a regulacdo da maioria dos processos fisioldgicos nas plantulas (Stirk e Staden, 2014). Estes sao
responsaveis por estimular a divisdo celular e controlar o crescimento e diferenciacdo de
rebentos, raizes e embrides nos explantes (Narayana et al. 2016). Atualmente, sabe-se que a
razdo auxina/citocinina adicionada ao meio de cultura é de extrema importancia na resposta
dos explantes in vitro. Assim, de um modo geral, vdrios estudos tém demonstrado que
concentragcbes mais elevadas de citocininas favorecem o desenvolvimento de rebentos
(caulogénese), enquanto concentragbes mais elevadas de auxinas promovem o
desenvolvimento de raizes (rizogénese). Por outro lado, concentragdes equilibradas de ambos
os fitorreguladores, aproximando a razdo auxina /citicinina de 1, conduzem a formacgdo de
tecido caloso (callus) (George et al., 2008). Embora os resultados obtidos neste trabalho nao
tenham sido promissores, no que diz respeito ao desenvolvimento de um protocolo de

micropropagacao de C. maritimum, mais estudos deverdo ser levados a cabo, visto que as
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técnicas de micropropagacdo de plantas da espécie C. maritimum adquirem maior relevancia
guando se perspetivam possiveis repovoamentos. A suportar esta necessidade esta o facto
desta espécie possuir protecdo legal sob a Diretiva Habitats n? 92/43/CEE, o que lhe confere a

designacado de habitat prioritario, pela sua distribuicdo restrita e vulnerabilidade.

4.2.2. Estadios fenolégicos

Na zona dunar de Moledo do Minho, verificou-se que o desenvolvimento das plantas de C.
maritimum (figura 25) tem inicio com a formagdo de gomos de renovo nos meses de janeiro e
fevereiro, meses em que os primeiros individuos come¢cam a despontar no areal (figura 26 A).
Estes gomos assumem cor vermelho-acastanhada até se encontrarem completamente expostos

ao sol.

Fenologia dos individuos de Crithmum maritimum

Gomos de renovo
Crescimento vegetativo

Gomos de floragio

Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nowv Dez

Figura 25. Cronograma fenolégico de individuos de Crithmum maritimum, em Moledo do Minho, entre
janeiro de 2022 e outubro de 2023.

Segue-se o estadio de crescimento vegetativo que decorre entre os meses de fevereiro e maio,

periodo em que as folhas jovens apresentam um tom verde claro (figura 26 B e C).

Figura 26. Planta de C. maritimum: gomos de renovo (A) e crescimento vegetativo (B e C) (Fonte: autor).



Os primeiros gomos de floragao observam-se desde abril até ao final de junho, coincidindo, em
parte, com o crescimento vegetativo. O estadio mais longo verifica-se de maio a outubro, com o
desabrochar das flores e a frutificacdo a ocorrer nos ultimos meses do ano (figura 27). Estes
dados sdo corroborados por Castroviejo e outros (1993), quando descrevem que a época de

floragdao ocorre de maio a outubro e os frutos iniciam a sua maturagdo de novembro a dezembro.

Figura 27. Planta de Crithmum maritimum: gomos de floracdo (A); Antese (B); Frutificacdo (C e D) (Fonte:
autor).

4.2.3. Compostos bioativos

Neste trabalho de investigacdo efetuou-se a quantificacdo de algumas classes de compostos
bioativos (compostos fendlicos totais, flavonoides totais e taninos totais) presentes nos extratos
metandlicos 70 %, etandlicos 70 % e cetdnicos 70 % da parte aérea de C. maritimum em varios

estadios fenoldgicos.
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No quadro 15, encontram-se expressos os resultados dos compostos bioativos estudados, em

guatro datas de colheita, em func¢do do solvente de extragao.

Quadro 15. Efeito do solvente de extracdo, para cada data de colheita, na composicdo
fitoquimica da parte aérea de C. maritimum (Resultados expressos em média * DP de amostra
seca).

Fenodlicos totais Flavonoides totais Taninos totais

D Ilven
omes oo MOt (medede (el
Metanol 70% 9,68a+1,74 1,73¢+0,18 510a+2,11
09.01.2023 Etanol 70% 10,44a £ 0,92 2,68a+0,16 5,82a 1,08
Acetona 70% 10,85a + 1,20 2,19b+0,18 5,20a+1,74
Metanol 70% 14,47b + 2,84 2,90b £ 0,41 6,81a £ 3,98
16.03.2023 Etanol 70% 15,50ab + 1,73 3,942 +0,70 8,58a+2,47
Acetona 70% 17,80a + 1,67 3,34ab + 0,66 8,63a+2,78
Metanol 70% 23,28b + 1,60 4,35b + 0,33 12,502+ 1,34
08.05.2023 Etanol 70% 25,182+ 1,38 5,362 +0,24 13,32a+2,33
Acetona 70% 22,88b + 1,66 3,59¢ £ 0,30 8,91b 2,26
Metanol 70% 24,42a £ 2,24 4,06b + 0,44 14,65a + 2,45
03.07.2023 Etanol 70% 25,62a 2,49 5,86a £ 0,84 14,85a £ 2,40
Acetona 70% 19,74b £ 2,12 4,63b £ 0,61 10,46b + 1,11

*Médias com letras diferentes na mesma coluna, para cada data, indicam diferencas significativas (p <
0,05).

Analisando o quadro 15, em todas as amostras, o etanol 70 % foi o extrato com maior capacidade
extrativa para os flavonoides totais e para os taninos totais, com exce¢do da amostra colhida em
margo cujo teor de taninos totais foi superior no extrato cetdénico 70 %. Contudo, para esta
amostra ndo se verificaram diferencas significativas entre os extratos etandlicos 70 % e cetdnicos
70 %. No caso dos compostos fendlicos totais, o etanol 70 % foi, também, o solvente que extraiu
maior quantidade de compostos fendlicos nas amostras de maio e julho. Nas amostras colhidas
em janeiro e margo, a maior quantidade de compostos fendlicos foi registada nos extratos com
acetona 70 %, contudo ndo se verificaram diferencas significativas entre estes e os valores
obtidos nos extratos etandlicos 70 %. E de salientar que para a quantidade de taninos totais
extraidas, apenas se verificaram diferencas significativas entre a extragdo com acetona 70 % e os

restantes solventes, nos meses de maio e julho.

Aquando da quantificacdo de compostos fendlicos totais em C. maritimum, Andrade (2021)
obteve valores de 0,255 mg GAE/g de amostra fresca em extratos etandlicos 80 %. Para os
mesmos compostos, Costa et al. (2018) alcangou valores de 23,44 mg GAE/g de amostra seca em

extratos etandlicos 40 %, Jallali et al. (2012) obteve 8,27 mg GAE/g de amostra seca em extratos
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cetonicos 80 %, Souid et al. (2021) obteve 20,3 mg GAE/g de amostra seca em extratos
metandlicos 80 % e Soudi et al. (2020) obteve 31,7 mg GAE/g de amostra seca em extratos

etandlicos 80 % (Kraouia et al. 2023).

Perante os resultados obtidos, e a semelhanca do que se verificou para C. album, os resultados
sugerem que o solvente utilizado na extracdo tem efeito, sobretudo, nos compostos fendlicos
totais e nos flavonoides que sdo extraidos da parte aérea de C. maritimum. As diferencgas
verificadas na quantificacdo dos compostos pode dever-se, como anteriormente mencionado, a
guestdes relacionadas com a diversidade de metabolitos produzidos pela planta, com a
metodologia, nomeadamente afinidade e solubilidade dos compostos para com os solventes de

extragao (Garzdn, 2008; Zama et al., 2020).

Embora no presente trabalho se tenha verificado que o etanol 70 % sera o solvente que, no geral,
apresenta maior capacidade extrativa, outros solventes, como o metanol e a acetona, sdo
frequentemente empregues no processo de extracdo em estudos de caracterizacdo fitoquimica
de C. maritimum. No entanto, o etanol é o Unico solvente com qualidade alimentar, seguro para
uso na producdo e extracdo de alimentos, e menos téxico para o ambiente (Chatzimitakos et al.,

2023).

No quadro 16, encontram-se expressos os resultados destes compostos bioativos, nos trés

extratos, em funcdo da data da colheita.

Quadro 16. Efeito da data de colheita, para cada solvente de extragdo, na composicao
fitoquimica da parte aérea de C. maritimum (Resultados expressos em média + DP de amostra

seca).

Solvente de Data de Fendlicos totais Flavonoides totais Taninos totais
atraio  coheia  TEUCRG TEERNE e
09.01.2023 9,68c+1,74 1,73c+0,18 5,10b + 2,11

Metanol 16.03.2023 14,47b + 2,84 2,90b £ 0,41 6,81b + 3,98
70 % 08.05.2023 23,28a 11,60 4,35a+0,33 12,502+ 1,34
03.07.2023 24,42a 2,24 4,06a+0,44 14,65a £ 2,45

09.01.2023 10,44c £ 0,92 2,68c+0,16 5,82c+ 1,08

Etanol 16.03.2023 15,50b + 1,73 3,94b + 0,70 8,58b + 2,47
70 % 08.05.2023 25,18a+1,38 5,36a+0,24 13,32a+ 2,33
03.07.2023 25,62a+2,49 5,86a+0,84 14,85a + 2,40

09.01.2023 10,85¢ + 1,20 2,19c¢+0,18 5,20b+ 1,74

Acetona 16.03.2023 17,80b + 1,67 3,18b £ 0,36 8,63a+2,78

70 % 08.05.2023 22,882+ 1,66 3,59ab £ 0,30 8,91a+2,26
03.07.2023 19,74b + 2,12 3,97a+0,61 10,46a + 1,11

*Médias com letras diferentes na mesma coluna, para cada solvente, indicam diferencas significativas (p

<0,05).
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Através da anadlise do quadro 16, observam-se diferencas significativas (p<0,05) nos compostos
fendlicos totais, flavonoides e taninos totais entre as diferentes datas de colheita, em todos os
solventes. Para todos os solventes, constatou-se que a concentracdo dos compostos bioativos
aumenta progressivamente de janeiro a maio, com a exce¢do das amostras extraidas com
acetona 70 % entre maio e julho, para os fendlicos totais. E de salientar, que exceto esta Gltima
amostra, ndo se observaram diferencas significativas (p>0,05) entre os valores de concentragdo

dos vdrios compostos nas colheitas de maio e de julho.

Assim, atendendo a data de colheita e estagdo do ano correspondente foi possivel verificar um
aumento na concentragao destes compostos com a aproximacdo do verdo, tendo-se obtido
maiores concentragdes de flavonoides e taninos nas amostras de maio e julho. Nos compostos
fendlicos esta tendéncia ndo se observou no més de julho, no extrato com acetona 70 %, o que
pode dever-se a natureza dos compostos que sao produzidos nesta fase e a sua afinidade para
com o solvente, como revisto anteriormente. Tendo em conta a sua polaridade, os compostos
fendlicos podem n3o ser extraidos pela acetona e assim n3o serem quantificados. E importante
referir que, a semelhancga do que se verificou para C. album, a maior acumulacdo de compostos
de natureza fendlica observada nas amostras de C. maritimum nos meses de maio e julho possa
estar relacionada com a necessidade de prote¢do da planta contra a radiagdo UV. Ou seja,
verifica-se um aumento na sintese de compostos foto-protetores, por parte da planta, como
resposta ao aumento intensidade luminosa, com o objetivo de minimizar a fotodegradacao dos
tecidos (Del Valle et al., 2020). Também os resultados da investigagdo de Jallali et al. (2012)
demostraram que as plantas de C. maritimum no verdo apresentavam maior teor de compostos
fendlicos do que na primavera. Popovi¢ e colaboradores (2024), observaram que a maior
acumulacdo de compostos fendlicos em C. maritimum se verificava no inicio do verdo, antes da
planta atingir a fase de floracdo. A andlise distinguiu também o periodo de fevereiro a abril como
sendo a época do ano em que a planta continha menos compostos bioativos. De igual modo,
Malés e colaboradores (2003), apuraram que a maior quantidade de compostos fendlicos totais

se encontrava em amostras de C. maritimum recolhidas antes da floracado.
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No quadro 17, encontram-se expressos os resultados dos compostos bioativos investigados, para

os trés solventes de extracao, em funcdo do estadio fenoldgico.

Quadro 17. Efeito do estado fenoldgico, para cada solvente de extracdo, na composicdo
fitoquimica da parte aérea de C. maritimum (Resultados expressos em média * DP de amostra
seca).

Fendlicos totais Flavonoides totais Taninos totais

Solvente de Estadio
~ L . E E E
extragao fenologico lmz Sz Ee g R (g G5 e
amostra) amostra) amostra)
Vegetativo 15,81b + 6,14 3,00b+1,14 8,14b + 4,14
Metanol 70 %
Floragdo 24,42a 2,24 4,06a £ 0,44 14,65a £ 2,45
Vegetativo 17,04b + 6,43 4,00b +1,20 9,24b + 3,72
Etanol 70 %
Floragdo 25,62a £ 2,49 5,86a £ 0,84 14,85a £ 2,40
Vegetativo 17,18b + 5,27 2,98b + 0,66 7,58b 2,77
Acetona 70 %
Floragdo 19,74a £ 2,12 3,97a0,61 10,46a £ 1,11

*Médias com letras diferentes na mesma coluna, para cada solvente de extracdo, indicam diferencas
significativas (p < 0,05).

Os dados apresentados no quadro 17, revelam que a composicdo fitoquimica é
significativamente (p < 0,05) influenciada pelo estadio fenoldgico, verificando-se diferencas

significativas em todos os parametros (p<0,05), para os trés solventes de extracdo analisados.

No que diz respeito ao parametro dos compostos fendlicos totais, foram obtidos valores entre
15,81 + 6,14 - 17,18 + 5,27 mg GAE/g de peso seco no estadio vegetativo e entre 19,74 + 2,12 -

25,62 + 2,49 mg GAE/g de peso seco, no estadio de floracdo.

Relativamente ao parametro dos flavonoides totais, os valores obtidos variaram entre 2,98 +
0,66 - 4,00 + 1,20 mg GAE/g de peso seco no estadio vegetativo e 3,97 + 0,61 - 5,86 + 0,84 mg

GAE/g de peso seco, no estadio de floragdo.

No que concerne ao parametro dos taninos totais, os valores obtidos variaram entre 7,58 + 2,77
- 9,24 + 3,72 mg GAE/g de peso seco no estadio vegetativo e 10,46 + 1,11 - 14,85 + 2,40 mg
GAE/g de peso seco, no estadio de floracdo. Verificou-se que a concentracdo de compostos
fendlicos totais, flavonoides totais e taninos totais aumentou no estadio fenolégico
correspondente a floragdo. Esta maior acumulagdo observada na fase de floragao esta de acordo
a interagdo coordenada do papel ecoldgico de alguns compostos fendlicos com o estadio
fenoldgico da planta descrita na literatura (Li et al., 2024). Isto é, o aumento da sintese de
compostos desta natureza durante a floragao favorece a polinizacdao da planta e consequente

disseminacdo, visto que sdo compostos que ddo cor, aroma as flores atraindo agentes
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polinizadores (Cheynier et al., 2013). Contudo, resultados nao concordantes foram obtidos por
Mékinic e colaboradores (2018), cujo extrato etandlico 80 % com maior teor de compostos
fendlicos e flavonoides foi obtido na fase antes da floragdo. Noutro estudo, as amostras que
apresentaram maior conteddo em flavonoides, taninos e polifendis totais foram as obtidas antes

e no inicio da floracdo (Males et al., 2003).

Anidlises quantitativas do conteudo de flavonoides, taninos e polifendis totais nas partes aéreas
desta planta demostraram que o teor de flavonoides era de 0,08 a 0,42 %, o teor de taninos
variou de 0,10 a 2,65 %, enquanto o conteudo de polifendis totais variou de 4,72 a 9,48 %. Como
anteriormente mencionado, Jallali e colaboradores reportaram uma maior quantidade de
compostos fendlicos na fase reprodutiva (meses de verdo) de plantas de C. maritimum,

comparativamente ao seu estado vegetativo (meses de primavera).

Estudos realizados por Nabet et al. (2017), utilizando a parte aérea de C. maritimum, indicaram
valores de compostos fendlicos totais na ordem dos 47,1 + 0,1 (g GAE/kg), valores de flavonoides
de 17,3 = 0,7 (g CE/kg) e valores de taninos totais de 0,04 £ 0,01 (g CE/kg). Embora no atual
trabalho, ndo tenha sido efetuada a identificagdo dos compostos bioativos presentes nos
extratos obtidos, varios estudos anteriores ja mostraram que na fracdo fendlica de plantas desta
espécie estdo presentes acidos hidroxicindmicos (Nabet et al., 2017) e acido clorogénico,
identificado com um dos maioritdrios (Nabet et al., 2017; Meot-Duros e Magné, 2009). Este
composto encontra-se frequentemente nas folhas de C. maritimum, acumulando-se
maioritariamente durante a fase de crescimento e floracdo da planta (Meot-Duros e Magné,
2009). Nas folhas de C. maritimum, foram também ja quantificadas quantidades apreciaveis de
vitamina C, iodo, carotenoides e 6leos essenciais (Guil-Guerrero e Rodriguez-Garcia, 1999; Ben
Amor et al. 2005; Nabet et al., 2017; Mekinic et al., 2024), incluindo de plantas colhidas em
Portugal (Pateira et al., 1999; Pedreiro et al., 2023).

A diferenca de valores obtidos neste estudo, comparativamente a outros autores, pode dever-se
ao local de colheita, ao ano meteoroldgico, ao estddio fenoldgico em que as amostras foram

colhidas e a metodologia utilizada.
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4.2.4. Teor de humidade e teor de gordura
Os resultados obtidos para os teores de humidade e gordura, sdo apresentados no quadro 18.

Quadro 18. Caracterizacdo das diferentes partes aéreas de C. maritimum, em diferentes datas
de colheita (Resultados expressos em média + DP de amostra seca).

Parte da planta Data de colheita Teor de humidade (%) Teor de gordura (%)
09.01.2023 88,52ab + 1,21 2,44b £ 0,11
16.03.2023 87,14b £ 0,57 2,20c 0,10
Folhas + caules*
08.05.2023 89,86a + 0,59 2,47b + 0,09
03.07.2023 84,52c¢ + 0,28 2,92a+0,02
Flores 03.07.2023 82,61+0,16 2,72 +£0,09

*Médias com letras diferentes na mesma coluna, para cada parte da planta, indicam diferencas
significativas (p < 0,05).

Aqguando da observacao do quadro 18, constata-se que o teor de humidade nas folhas + caules
apresenta diferengas significativas (p<0,05), verificando-se, assim, a influéncia da data da
colheita no teor de humidade destas estruturas. Os teores de humidade obtidos variam entre os
84,52 +0,28 % e 0s 89,86 + 0,59 %. O teor de humidade mais baixo é observado nas flores (82,61
10,16 %).

Estudos realizados por Andrade (2021) em folhas de C. maritimum recolhidas na regido de Faro,
alcangcaram teores de humidade da ordem dos 88.80 + 0.89 %, que se assemelham aos valores
obtidos. Sabe-se que um dos principais fatores responsaveis pela adaptagao das plantas haldfitas
a condigbes extremas de temperatura é a manutencdo da hidratagdo. C. maritimum é
considerada uma planta suculenta e, como tal, a existéncia de partes aéreas suculentas

contribuem para a prote¢do da planta (Maatallah et al. 2021).

Relativamente ao teor de gordura, os dados do quadro revelam que este é significativamente (p
< 0,05) influenciado pela data da colheita, sendo a amostra de folhas + caules, recolhida em
julho, a que apresenta maior teor de gordura (2,92 + 0,02 %). Andrade (2021) obteve valores de

gordura total na ordem dos 0,500 * 0,005 (g/100g), em folhas de C. maritimum.
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5. CONCLUSOES

Com a realizagao do presente estudo, conclui-se que para o estabelecimento de um protocolo
de micropropagacdo de C. album, o protocolo de desinfecdo que revelou maior eficacia foi
aquele em que se utilizou a solugdo de etanol a 70 % durante 2 minutos, hipoclorito de sédio a
20 % durante 5 minutos, solu¢do de Mancozebe (1g/L) durante 5 minutos, terminando-se com a

lavagem dos explantes com dgua destilada estéril durante 5 minutos.

Para a espécie C. maritimum, o protocolo de desinfecdo que revelou maior eficiéncia na remocgao
dos agentes contaminantes aquando da inoculagdo dos explantes, foi aquele em que se utilizou
solucdo de etanol a 70 % durante 2 minutos, solucao de hipoclorito de sédio a 20 % durante 10
minutos, solucdo de Mancozebe (1g/L) durante 10 minutos e se concluiu a desinfecdo com a

lavagem dos explantes com agua destilada estéril durante 5 minutos.

Os resultados obtidos nos ensaios da cultura in vitro demonstraram que a espécie C. album
apresenta consideravel regeneracdo em meio WPM suplementado com cinetina (1 mg/L) e 2iP
(2mg/L). No que concerne a espécie C. maritimum, ndo se observou formacdo de gomos foliares,
mas verificou-se intensa formacdo de tecido radicular em meio MS suplementado com BA (0,5

mg/L) e NAA (0,1 mg/L).

Nas plantas de C. album, uma vez tratar-se de uma espécie dioica, os estadios fenoldgicos, apesar
de similares, ndo ocorreram em simultaneo. A formacdo de gomos de floracdo dos individuos
masculinos ocorreu entre os meses de novembro e marco, enquanto nos individuos femininos
esta fase sucedeu entre janeiro e abril, verificando-se que o estadio de floragdao é mais longo nos
individuos masculinos (fevereiro a junho) comparativamente aos individuos femininos (margo a
maio). Nas plantas femininas, o crescimento vegetativo foi simultidneo a fase inicial de
frutificacdo, tendo sido um estadio mais curto (maio a agosto) comparativamente as plantas
masculinas (maio a outubro). A frutificacdo observou-se no periodo de temperaturas mais

elevadas e precipitagdo quase inexistente, tendo decorrido entre os meses de agosto e outubro.

Os dados recolhidos pela observagdo do ciclo de vida das plantas em estudo permitiram concluir
gue o desenvolvimento das plantas de C. maritimum teve inicio com o estadio de crescimento
vegetativo que decorreu entre os meses de fevereiro e maio. O estadio mais longo verificou-se
entre maio a outubro com a época da floragao e o estddio de frutificagdo observou-se nos meses

de novembro e dezembro.

Relativamente aos diferentes métodos de extracdo foi possivel concluir que a solucdo de

acetona/agua foi a que demonstrou maior eficiéncia na extracdo dos diferentes compostos
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bioativos na espécie C. album. Contudo, para a espécie C. maritimum, o solvente que apresentou

maior poder de extracdo foi o etanol 70 %.

Dados obtidos na caracterizagao fitoquimica de C. album, revelam que a composicdo fitoquimica
é significativamente (p < 0,05) influenciada pela data da colheita, verificando-se uma diminuicdo
da quantidade de taninos totais e um aumento de compostos fendlicos totais e de flavonoides
totais, entre fevereiro e julho. Os estudos revelam ainda que a composigao fitoquimica é também
significativamente (p < 0,05) influenciada pelo estddio fenoldgico, verificando-se que a
quantidade de compostos fendlicos totais, flavonoides totais e taninos diminui no estddio

fenolégico correspondente a frutificacdo.

O teor de humidade nas folhas de camarinha ndo apresenta diferengas significativas (p>0,05),
ndo se verificando, por isso, influéncia da data da colheita no teor de humidade. O teor de
humidade mais elevado é apresentado pelos frutos. Quanto ao teor de gordura, este é
significativamente (p < 0,05) influenciado pela data da colheita, sendo a amostra recolhida em

dezembro a que apresenta maior teor de gordura.

Apds a avaliagdo dos compostos fitoquimicos produzidos por C. maritimum, de uma forma geral,
constata-se um aumento significativo das concentracdes de todos os compostos bioativos de
janeiro a maio. Os dados revelam que a composicdo fitoquimica é significativamente (p < 0,05)
influenciada pelo estadio fenoldgico, verificando-se uma maior acumulacdo de compostos

fendlicos totais, flavonoides totais e taninos no estadio fenoldgico correspondente a floragao.

Ainda para C. maritimum, o teor de humidade da parte aérea constituida por folhas + caules
apresenta diferencas significativas (p<0,05), observando-se influéncia da data da colheita no teor
de humidade destas estruturas. O teor de humidade mais baixo é observado nas flores. Quanto
ao teor de gordura, este é significativamente (p < 0,05) influenciado pela data da colheita, sendo

a amostra de folhas + caules, recolhida em julho, a que apresenta maior teor de gordura.

A extracdo e caracterizacdao de compostos bioativos presentes nas folhas de C. album possibilita
um maior conhecimento desta planta, ainda quimicamente pouco explorada. Estudos como o
atual, sdo um contributo para o pleno aproveitamento do potencial farmacoldgico e nutritivo
desta espécie vegetal e para o desenvolvimento de novas terapias no combate a doengas como

o cancro e doengas neurodegenerativas.

As folhas e flores de C. maritimum s3o ricas em compostos bioativos, cujas propriedades
conferem a esta espécie uma possivel utilizacdo, ndo apenas tradicional, mas também na
industria farmacéutica, industria agroalimentar e cosmética. Os resultados, destacam o potencial

medicinal e nutricional desta planta haldfita em comparacdo com outras plantas.
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Neste trabalho foi possivel verificar que, quer para C. album quer para C. maritimum os
metabolitos secundarios produzidos ndo apresentam uma concentragdo constante durante todo
o ciclo de vida da planta, assim como também variam em diferentes condi¢cGes ambientais,

dependendo das necessidades das plantas.

Com a realizacdo deste estudo pode concluir-se que a camarinha e o funcho-do-mar sao espécies
vegetais portadoras de um grande potencial em diversos compostos bioativos, com elevados

beneficios para a saude dos consumidores.
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6. PRESPETIVAS FUTURAS

No seguimento do estudo realizado e dos resultados obtidos nas duas espécies vegetais, as

perspetivas de trabalho futuras prendem-se com:
Para Corema album,

i Estudos complementares para otimizacdo do protocolo de cultura in vitro com

ensaios de enraizamento;

ji. Estudos de avaliacdo dos compostos bioquimicos de plantulas obtidas in vitro;

jii. Anilise dos compostos bioativos dos diferentes érgaos da planta;

iv. Estudos comparativos dos compostos bioativos em plantas femininas e masculinas;
V. Estudos complementares visando a caracterizagdo dos compostos fendlicos;

vi. Avaliacdo de atividades bioldgicas nos extratos obtidos, nomeadamente atividade

microbiana e antioxidante.

Para Crithmum maritimum,

i Manipulagao dos fitorreguladores com o intuito de induzir a formagao de gomos

foliares e posterior formacdo de plantula completa;
ji. Estudos complementares visando a caracterizagdo dos compostos fendlicos;

fii. Avaliacdo de atividades bioldgicas nos extratos obtidos, nomeadamente atividade

microbiana e antioxidante.
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8. ANEXOS

Anexo 1

Quadro 1. Diferentes usos de produtos a base de funcho-do-mar descritos na literatura (Fonte:

Renna, 2018).

Uses

Product Type

References

Agri-food

Pickled leaves

Renna et al.

Aromatic herb

Potted plant

Montesano et al.

Folk medicine

Fresh leaves

Atia et al

Folk medicine

Fruits infusion

Pavela et al.

Folk medicine

Pickled leaves

Carrido and Vallées

Folk medicine

Plant decotion

Cornara et al.
Savo et al.

Folk medicine

Plant juice

Pavela et al.

Food colorant

Dehydrated leaves

Renna et al.
Fenna and Gonnella

Gastronomy

Fresh-cut leaves

KopperCress

Spice

Dehydrated leaves

Renna et al.
Fenna and Gonnella
Giungato et al.
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9. APENDICES

Apéndice 1

Quadro 1. Composi¢cdo do meio de cultura WPM utilizado na cultura in vitro de C. album
(Adaptado de HiMedia Laboratories, 2017).

Macronutrientes

Nutriente Concentragao
Nitrato de amonio (NH3NOs) 400 mg/L
Cloreto de Calcio 72,5 mg/L

Nitrato de Calcio

Sulfato de magnésio

386,340 mg/L
180,690 mg/L

Fosfato de Potdssio 170 mg/L
Sulfato de Potassio 990 mg/L
Acido Bérico 6,2 mg/L
Sulfato de Manganés 22,3 mg/L
Sulfato de zinco 8,6 mg/L
Micronutrientes EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético 37,3 mg/L
Sulfato de Ferro 27,8 mg/L
Sulfato de Cobre 0,025 mg/L
Molibdato de Sédio (MoNa20a4) 0,213 mg/L
Mio-inositol 100 mg/L
o Acido nicotinico 0,5 mg/L
Vitaminas S
Piridoxina 0,5 mg/L
Tiamina 1mg/L
Aminoacido Glicina 2mg/L
Cinetina 0,5 mg/L/ mg/L

Fitorreguladores

2iP (N6-(2-Isopentenil)adenina)

0mg/L/ 2 mg/L

Hidrato de carbono

Sacarose

30g/L

Agente gelificante

Agar

7g/L

Apéndice 2

Quadro 2. Composi¢ao do meio de cultura MS utilizado na cultura in vitro de C. maritimum
(Adaptado de Murashige e Skoog, 1962).

Nutriente Concentragao

. Sais da marca “Duchefa” para meio

Sais . . 4406,09 mg/L
MS com vitaminas

6-Benziladenina (BA)

acido 1-naftalenoacético (NAA)

0mg/L/ 0,5 mg/L
0mg/L/0,1 mg/L
Sacarose 30g/L

Fitorreguladores

Hidrato de carbono

Agente gelificante Agar 7g/L
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Apéndice 3 — Curvas de calibragdo de acido galico (GAE) utilizadas para determinar o teor de
compostos fendlicos totais em C. album e C. maritimum.

Curva de calibragdo Fendlicos (Acetona 70 %)
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Figura 1. Curva de calibragdo de acido galico (GAE) preparado em acetona 70 %.

Curva de calibragao Fendlicos (Etanol 70 %)
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Figura 2. Curva de calibragdo de acido galico (GAE) preparado em etanol 70 %.

Curva de calibragdo Fendlicos (Metanol 70 %)

0,90
0,80 9
0,70
0,60 X o
0,50 e
0,40 e y =0,9775x
0,30 R? =0,9995
0,20 o
010  .@°
0,00 @~
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00

[GAE] mg/ml

Abs (765 nm)

Figura 3. Curva de calibragdo de 4cido gélico (GAE) preparado em metanol 70 %.
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Apéndice 4 — Curvas de calibragdo de quercetina (QE) utilizadas para determinar o teor de
flavonoides totais em C. album e C. maritimum.

Curva de Calibragao Flavonoides (Acetona 70 %)
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Figura 4. Curva de calibracdo de quercetina (QE) preparada em acetona 70 %.

Curva calibragao Flavonoides (Etanol 70 %)
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Figura 5. Curva de calibracdo de quercetina (QE) preparada em etanol 70 %.

Curva de calibracdo Flavonoides (Metanol 70 %)
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Figura 6. Curva de calibracdo de quercetina (QE) preparada em metanol 70 %.
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