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Resumo

O decréscimo do numero de exemplares de algumas das espécies vegetais endémicas da
ilha da Berlenga € resultado do impacto exercido pelo Homem, sendo um cenario
preocupante. A conservacao destas espécies ainda € possivel a partir de técnicas de

cultura in vitro.

O objetivo principal deste trabalho foi o estabelecimento de protocolos que permitam a
multiplicacdo por micropropagacdo ou por germinacdo de sementes, de trés espécies
endémicas da ilha da Berlenga, Pulicaria microcephala, Armeria berlengensis e Herniaria
berlengiana, que se encontram categorizadas como espécies em risco de extincdo ou

criticamente ameacadas.

No estabelecimento de novos cultivos, foi determinada a taxa de sucesso na desinfecao
das trés espécies, sendo que os melhores resultados obtidos foram de 24,4% para P.
microcephala, 15,79% para A. berlengensis e 18,2% para H. berlengiana, com diferentes
processos de desinfe¢@o. Avaliou-se igualmente, a taxa de sucesso na germinacgéo de P.
microcephala, que variou entre 6,19 e 73,02%. Em A. berlengensis obtiveram-se valores
inferiores de germinacéo (20%), facto que, em conjunto com uma taxa de fecundidade de
3,5%, corrobora a necessidade da micropropagacdo como estratégia para a recuperacao
desta espécie. Foram realizados ainda ensaios de aclimatizacdo com P. microcephala e A.
berlengensis e estudadas as taxas de sucesso dos mesmos. Em P. microcephala a taxa
de sucesso chegou aos 90,90%, quando realizada com uma luminosidade de 5790 lux, no
entanto, e apesar da taxa de sucesso é apenas de 63,64% em plantas que foram
aclimatizadas no exterior com luminosidade, humidade e temperatura ndo controladas,
natural, estas apresentaram maior quantidade de flores. As plantas de A. berlengensis de
menores dimensdes registaram os melhores resultados de aclimatizacdo, com 80% de
sucesso. Foi ainda estudada a adicdo ao meio de cultura para o desenvolvimento de P.
microcephala, de hormonas de crescimento e NaCl, bem como testados diferentes valores

de pH.

Este estudo demonstra que a micropropagacédo, seguida de aclimatizacao, € a melhor

solucéo até agora encontrada para contribuir na conservacao destas trés espécies.

Palavras-chave: Cultura in vitro; Conservacéao; Berlenga; Pulicaria microcephala; Armeria

berlengensis; Herniaria berlengiana
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Abstract

The decrease in the number of specimens of some of the endemic plant species of Berlenga
Island is a result of the impact exerted by man, being a worrying scenario. The conservation

of this species it’s still possible using in vitro techniques.

The main objective of this work was the establishment of protocols that allow
micropropagation or seed germination of three endemic species of Berlenga Island,
Pulicaria microcephala, Armeria berlengensis and Herniaria berlengiana, which are
categorized as endangered species or critically endangered.

In the establishment of new cultures, the disinfection success rate of the three species was
determined, and the best results were 24.4% for P. microcephala, 15.79% for A.
berlengensis and 18.2% for H. berlengiana, with different disinfection processes. The
success rate of P. microcephala germination, which ranged from 6.19 to 73.02%, was also
evaluated. In A. berlengensis, lower germination values were obtained (20%), which,
together with a fertility rate of 3.5%, corroborates the need for micropropagation as a
strategy for the recovery of this species. Acclimatization assays were also performed with
P. microcephala and A. berlengensis and their success rates were studied. In P.
microcephala the success rate reached 90.90% when performed with a luminosity of 5790
lux, however, the success rate is only 63.64% in plants which were acclimatized outdoors
with uncontrolled luminosity, humidity and temperature, but it presented a larger number of
flowers. The smaller A. berlengensis plants had the best acclimatization results, 80%
success. The addition to culture medium for the development of P. microcephala, of growth

hormones and NacCl, as well as different pH values were also studied.

This study demonstrates that micropropagation followed by acclimatization is the best

solution found so far to contribute to the conservation of these three species.

Keywords: In vitro culture; Nature conservation; Berlenga; Pulicaria microcephala; Armeria

berlengensis; Herniaria berlengiana
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1 Introducéao Geral






1.1 Reserva Natural das Berlengas

O arquipélago das Berlengas € um conjunto de pequenas ilhas que se localiza a cerca de 10
quilémetros do litoral atlantico portugués, ao largo de Peniche. E constituida pela ilha da
Berlenga, as Estelas, pelos ilhéus principais Farilhdes e Forcadas, bem como diversos ilhéus
mais pequenos. A ilha da Berlenga tem uma &rea de aproximadamente 79 hectares (ha) e é
caracterizada por encostas escarpadas e uma zona de planalto central (Lecoq, 2010; ICNF,
2019) maioritariamente constituida por uma rocha magmatica, o granito vermelho. O clima é
temperado maritimo, caracterizado por verdes frescos, onde a temperatura média nao
ascende aos 32°C e nao baixa dos 20°C, os invernos sao tépidos com a temperatura entre 0s
0°C e os 10°C. Nevoeiro e vento sao condi¢Bes climéticas frequentes e 0s ventos séo
geralmente de norte na primavera e no verdo, sendo de sudoeste e oeste no outono e inverno.
A chuva é frequente no inverno dando depois lugar a periodos de aridez (Amado et al., 2007;
Céamara Municipal de Peniche, 2008; Nascimento, 2016).

Em dezembro de 1998, a ilha da Berlenga, os seus ilhéus e area maritima circundante com
cerca de 9456 ha foram classificados como areas protegidas, constituindo a Reserva Natural
das Berlengas. Este estatuto visa proteger estas areas, dos efeitos do turismo de massas,
protegendo as espécies de fauna e flora que aqui se encontram e para as quais este habitat

€ um ponto chave (Nascimento, 2016).

O aumento da afluéncia de turistas a Reserva constitui um dos maiores problemas que o
Instituto da Conservagéo da Natureza e das Florestas (ICNF) se depara neste arquipélago, ja
gue apesar de todas as politicas restritivas aplicadas, é necessaria vigilancia, pois muitos
visitantes ndo cumprem as regras estabelecidas. Em certas zonas da ilha € notoria a presenca
de trilho ndo reconhecidos pela Reserva, devidos a passagem diaria e indevida por parte de
visitantes. Este comportamento € especialmente prejudicial para duas espécies endémicas
deste arquipélago, a Armeria berlengensis e Herniaria berlengiana, que, e em especial a
ultima, se encontram em zonas com reduzido coberto vegetal, perto dos trilhos pré-existentes
e em locais facilmente acessiveis aos visitantes. Este tipo de comportamento ndo €, no
entanto, o Unico problema que as espécies de flora endémica da Berlenga tém de enfrentar e
gue as coloca em risco de extincdo (Amaro, 2015; Santos, 2015; ICNF, 2019; SPEA, 2019).
Revela-se ainda um fator crucial o combate as espécies invasoras introduzidas
intencionalmente na ilha, como o Carpobrotus edulis, que serviria para segurar as arribas, ou
o Oryctolagus cuniculos (coelho bravo) que ao proliferar livremente na ilha, sem predadores,

poderia ser alvo de caca e fonte de alimentacdo para quem ali vivia. Outras ameacas nao



intencionais mas também consequéncia direta da atividade humana, sdo a presenca da
espécie Rattus rattus (rato preto), introduzida por embarcacfes ou a populacdo de Larus
michaellis (gaivota-de-patas-amarelas), cuja presenca em numeros elevados se deve
principalmente a proximidade de lixeiras a céu aberto, e consequente disponibilidade de
alimento (Morais et al., 1998; Tauleigne-Gomes et al., 2004; Nascimento, 2018; ICNF, 2019;
SPEA, 2019a).

1.2 Caso de Estudo: Pulicaria microcephala

A Pulicaria microcephala (Lange,1883) faz parte da familia Asteraceae (Hassler, 2019). O
género Pulicaria é um dos 3 maiores dentro da tribo Inuleae (Pereira Coutinho e Dinis, 2009;
Turland et al, 2018), no qual se inserem cerca de 80 espécies com distribuicdo entre a Europa,
Norte de Africa e Asia. Este grupo taxondémico apresenta varias davidas a nivel de
nomenclatura, ja que é um taxon parafilético (inclui um grupo de descendentes de um Unico
ancestral comum), mas ndo todas as espécies (Horandl e Stuessy, 2010), como demonstram
estudos em sistematica filogenética (Anderberg et al., 2005; Francisco-Ortega et al., 2001; e
Pereira Coutinho e Dinis,2009). Apesar de ser um dos endemismos da ilha das Berlenga mais
abundantes, esté indicada como estando em estado vulneravel, segundo os critérios da IUCN

(Tauleigne-Gomes et al., 2004)

De realgar que estas duvidas a nivel da nomenclatura séo importantes, e que ainda ndo existe
consenso na classificacdo atribuida a espécie de Pulicaria, endémica da ilha das Berlengas,
a Pulicaria microcephala (Almada et al, 1995). Almada e os colaboradores (1995), afirmam
que seria importante averiguar geneticamente, se realmente as diferencas morfolégicas
encontradas nos seus estudos sdo ecotipicas, fixas geneticamente (Quinn, 1978; Lowry,
2012), ou se séo reversiveis (ecofénon), consequéncia do habitat (Almada et al., 1995; Gao
et al., 2012). No entanto, afirmam que com base nas medicdes realizadas e nos resultados
obtidos, principalmente para os parametros que dizem respeito as estruturas reprodutoras, a
P. microcephala e P. papulosa sao de facto duas espécies distintas, como afirmado por Lange
em 1883. Pelo estudo da viabilidade do pélen do género Pulicaria, Pereira Coutinho e Dinis
(2009), sustentam também a existéncia da Pulicaria microcephala como uma espécie

independente.

Almada e colaboradores (1995), definiram a descricdo mais completa desta espécie endémica
das Berlengas. Sao plantas que podem adquirir até 40 cm de altura, densamente ramificadas
e folhosas, desde a base com forma pulvinar e folhas sensiveis, pedunculos floriferos curtos

(3a47mm) com 1 a 3 bracteas. Podem ter até 200 capitulos com invélucros de 5 a 9,4 mm,



lingulas amarelas com comprimento superior ao do invélucro, entre 1,6 a 2,6mm, sendo este
ultimo multisseriado. S&o planta bastante arométicas e que apresentam floracdo de junho a
agosto (Flora-on, 2019a). A espécie é terdfita, apresentando um ciclo anual em que a fase de
dorméncia é sob a forma de semente, debaixo de terra, e as gemas de renova provém da
germinacao das sementes. Esta espécie tem uma distribuicdo geografica bastante reduzida,
encontra-se em zonas rochosas e de encostas, nas ilhas das Berlengas, nomeadamente na
ilha velha (Almada et al.,1995; Daveau,1883). E comum em clareiras e nas arribas,
nomeadamente na zona de planalto, principalmente perto da zona militar da ilha da Berlenga
(Flora-on, 2019a).

1.3 Caso de Estudo: Armeria berlengensis

A espécie Armeria berlengensis Daveau (1884) faz também parte de uma familia dificil de
classificar, ja que € apontada como modelo ideal para estudo do processo de hibridacao, por
este ocorrer frequentemente na familia Plumbaginaceae (Castroviejo et al., 1990; Flora-on,
2019b). Esta espécie encontra-se na Red list como estando criticamente ameacada CR B2ab
(i, ii, iii, v)) (Tauleigne-Gomes et al., 2004; Caldas, 2011a). O seu home comum & Arméria das

Berlengas (Berlengas, 2019).

Esta espécie lenhosa é caracterizada como sendo um subarbusto caméfito (plantas
herbaceas perenes com as gemas de renovo sob o solo) em forma de coxim que pode
alcancar os 40cm de altura, as suas flores podem apresentar tonalidades entre o branco e o
rosa, organizadas em inflorescéncias com numerosas flores. Além da variacdo de cor nas
flores é possivel também observar que existem duas subespécies diferentes, a Armeria
berlengensis subsp. villosa que apresenta as suas folhas com vilosidades, aparentando um
aspeto aveludado, e a Armeria berlengensis subsp. glabra, qua ndo apresenta essas
vilosidades e por isso tem um aspeto brilhante (Tauleigne-Gomes et al., 2004; ICN, 2006;
Caldas, 2011a; Berlengas, 2019; ICNF, 2019; SPEA, 2019).

A area de distribuicdo, apesar de nao ser grande a nivel de cobertura, ocorre um pouco por
toda a ilha das Berlengas, bem como nas Estelas e nos Farilhdes. Anteriormente, existia um
local onde esta espécie era muito abundante, conhecido como o Vale das Armérias, no
entanto, tem-se assistido ao declinio da populacao dessa area. A zona tem algum substrato,
e existem muitos coelhos e gaivotas, que contribuem para o declinio desta espécie vegetal
mesmo hos locais de maior abundancia (Castroviejo et al., 1990; Tauleigne-Gomes et al.,
2004; ICN, 2006; Caldas, 2011a; Berlengas, 2019; ICNF, 2019; SPEA, 2019c;). E mais

encontrada em zonas de ravina, afloramentos rochosos, cascalheiras consolidadas e zonas



com pouca acumulacdo de solo e particularmente viradas a norte e sujeitas a salsugem
(Berlengas, 2019).

A floracdo desta espécie é apontada para junho e julho (Flora on2) no entanto é possivel

observar individuos em floracao durante todo o ano (observacao pessoal).
1.4 Caso de Estudo: Herniaria berlengiana

A Herniara berlengiana (Chaudhri) Franco (Chaudhri, 1968; Amaral-Franco, 1971) faz parte
da familia Caryphyllaceae e é também designada por outros autores como Herniaria lusitanica
Chaudhri ssp. berlengiana Chaudhri (Chaudhri, 1968; Castroviejo et al., 1990). Vulgarmente
é conhecida por erva-turca-das-berlengas (Espirito Santo et al., 2012). E uma espécie
endémica do Arquipélago das Berlengas, sendo possivel observa-la na ilha Berlenga, nos
Farilhdes e no ilhéu da Inés (Castroviejo et al., 1990; Tauleigne-Gomes et al., 2004; Caldas,
2011b).

E das trés espécies em estudo a que possui a menor area de disperséo e o menor porte. A
area geogréfica de alcance é de 0,89m?, que é traduzido numa &rea de ocupacdo de 3km?
(Comission of the European Communities, 2009 in Caldas, 2011b). Esta espécie é
caracterizada como bienal ou perene, com folha carnuda, floracdo em junho e julho, nitréfila
e nunca ocorre em densidades populacionais para se considerar abundante. E uma espécie
adaptada a solos esqueléticos, caracterizados por pouca acumulagéo de solo ou este é muito
compacto, onde se desenvolve em roseta e mantém o porte pequeno. Este tipo de solos é
mais frequente na Berlenga em fendas no granito e nos trilhos pedonais, 0 que se torna
também uma desvantagem, visto que, os trilhos séo limpos de forma néo seletiva e o choréo
(Carpobrotus edulis) se expande e cobre os trilhos e as zonas de fendas graniticas (Tauleigne-
-Gomes et al., 2004; Caldas, 2011b).

Normalmente a H. berlengiana s6 é encontrada em zonas onde a vegetacao ndo é abundante
a semelhanca do que se observa com a espécie Herniaria glabra, a espécie do mesmo género

gue é possivel observar em diversas zonas de Peniche.

Devido as ameacas provocadas pelo Homem e o facto de ndo ser muito abundante esta
espécie, H. berlengiana, esta protegida a nivel europeu pela Diretiva Habitats (92/43/CEE),
tendo sido transposta para a lei portuguesa (Decreto-Lei n°140/99 de 24 de abril, republicado
pelo Decreto-Lei n°® 49/2005 de 24 de fevereiro — Anexos B-ll e B-IV , sendo caracterizada
como Vulneravel VU D2 (Ramos Lopes e Carvalho, 1990; Walter e Gillet, (eds.) 1997;



Tauleigne-Gomes et al., 2004) ou Em Risco EN (Caldas, 2011b), sendo por isso necessario

realizar esforcos adicionais para a sua conservacao.
1.5 Acdes de melhoramento — Projeto Life+Berlengas

A tendéncia para a extingcao de espécies vegetais numa ilha é bastante conhecida e estudada.
Esta suscetibilidade parece ser consequéncia das condi¢gbes especificas do habitat ser uma
ilha. O isolamento leva a populagbes com um numero reduzido de individuos e
frequentemente a fendmenos de especiacgéao (Pifieiro et al., 2009). Este isolamento apenas é
guebrado pelas aves e pela possibilidade de existirem embarcacdes a atracar ou alguma
semente mais resistente ser arrastada pelas correntes maritimas. Quanto menor o nimero de
espécimes menor sera a variabilidade genética, o que aliado a fendmenos de especiacgéo,
torna impossivel o repovoamento com outra populacédo mais saudavel, e consequentemente
a extingdo torna-se um perigo iminente. Agravando este cenario, encontra-se a introducao de
espécies exoticas por parte do Homem e a destruicdo de habitat que estas espécies causam.
(Pifieiro et al., 2009)

Este trabalho é parte integrante de um projeto cofinanciado pela Comissédo Europeia ao abrigo
do programa LIFE+ de conservacao que decorreu no arquipélago das Berlengas de 1 de junho
de 2014 até 30 de setembro de 2018. O Projeto LIFE+Berlengas foi coordenado pela SPEA,
Sociedade Portuguesa para o Estudo das Aves e contou com a parceria do Instituto da
Conservacgdo da Natureza e das Florestas, da Camara Municipal de Peniche e da Faculdade
de Ciéncias Sociais e Humanas da Universidade Nova de Lisboa, tendo ainda a Escola
Superior de Turismo e Tecnologia do Mar do Instituto Politécnico de Leiria como observador
externo (SPEA, 2019a).

O projeto LIFE+Berlengas visou contribuir para uma gestdo sustentavel da Zona de Protecao
Especial das Berlengas, conservando os habitats, populacdes de aves marinhas nidificantes
nesta regido e os endemismos. Pretendia também atuar a nivel da erradicagéo ou pelo menos
minimizacdo das principais ameacas que afetam as condic6es naturais do arquipélago,
promovendo também a utilizacdo sustentavel dos recursos e focando os esforcos nas trés

principais ameacas: pesca, atividades criativas e turismo (Berlengas, 2019).

Um dos objetivos do programa de conservacao da ilha da Berlenga, mais intimamente ligado
a este presente trabalho € evitar a contaminacao genética das espécies endémicas por parte
das que tém o genus mais proximo (nomeadamente da costa de Peniche). Mantendo em

mente que a entidade gestora da Reserva Natural da Berlenga pretende multiplicar estas



espécies em viveiro, serd vantajoso também estabelecer formas e metodologias de
micropropagacao estas espécies em laboratério, para aumentar o nimero de exemplares para
repovoamento. Atualmente quase toda a flora endémica se encontra em perigo devido a
presenca de Carpobrotus edulis, j& que este compete pelo espaco e pelos nutrientes e tem
um crescimento rapido e um porte maior do que a maioria das espécies de plantas que
existem na Berlenga (Tauleigne-Gomes et al.,, 2004). Para preservar a flora nativa, é
necessario antes de mais conhecer a sua distribuicdo, padrdes e crescimento e se as espécies
se encontram geneticamente contaminadas. Pode ser importante no caso de uma populacao
isolada, saber se se trata de um espécime hibrido e eventualmente estéril, evitando neste
caso que este seja multiplicado. Esta informacao € importante para a conservacao da flora da
ilha da Berlenga para que nenhum esfor¢co seja desperdicado numa variante nao fértil e que
nenhum DNA externo contamine a populacao endémica (Tauleigne-Gomes et al., 2004).

Uma questdo importante, quando se efetua uma trabalho de conservacao, é se a rara
distribuicdo das plantas € paralela a baixos niveis de diversidade genética (Pifiero et al., 2009)
e se existe um efeito barreira pelo oceano ou se as aves maritimas, como a gaivota de patas
amarelas (Larus michahelis), atuam como difusoras de sementes e pélen (Tauleigne-Gomes
et al., 2004, Nieto, 2014). Isto é ponderado para a ilha da Berlenga, uma vez que esta ave
viaja diariamente entre Peniche e Berlenga, nidificando em cima de alguns exemplares de
Armeria (Tauleigne-Gomes et al., 2004). Logo, € possivel que ocorra hibridacdo entre
espécies da ilha da Berlenga e as espécies da costa de Peniche. O mesmo podera acontecer

para as outras duas espécies em estudo, a Pulicaria microcephala e Herniaria berlengiana

E muito comum, nas plantas, que espécies do mesmo género ndo sejam totalmente isoladas
reprodutivamente, e estas quando o0s seus raios geograficos se sobrepdem, hibridam, sendo
que um elevado numero de parametros pode influenciar este fenomeno (Pifiero et al., 2011;
Tauleigne-Gomes e Lefebvre, 2005; Tauleigne-Gomes e Lefébvre, 2008). A hibridizacéo é
uma componente fundamental da evolu¢cdo das plantas vasculares como estimado por
namero de cromossomas e normalmente identificado em Armeria (Castroviejo et al., 1990;
Nieto et al., 2002). Se a hibridagéo é frequente e nao resultar em espécimes ndo adaptados,

pode ter um papel importante na especiacéo e evolucéo (Nieto et al., 2002).
1.6 Micropropagacao e germinacao de sementes

Os métodos de micropropagacao tém vindo a tornar-se importantes economicamente, como
técnicas que permitem a rdpida multiplicacéo de clones selecionados, garantindo o acesso a

material vegetal livre de doengas em numeros elevados e num curto espaco de tempo. Os



métodos economicamente aceitdveis para a micropropagacao de plantas superiores séo
baseados na capacidade de totipoténcia e diferenciac¢do celular, permitindo que os explantes
quebrem os fenbmenos de dominancia apical, originando o desenvolvimento de rebentos
axilares, os quais séao divididos, de modo a obter um nimero elevado de novos rebentos, que
sao depois enraizados, aclimatizados e estabelecidos no solo (Doods e Roberts, 1985; Eddo,
1993; Neves, 2000; Lucas et al., 2007). A cultura de tecidos in vitro consiste no cultivo de
tecidos ou 6rgdos vegetais (explantes) num meio de cultura definido, sob condi¢bes

ambientais e assépticas controladas (IAPTC, 1985).

Estas ferramentas de obtencdo de novos individuos de forma mais rapida e isenta de
patologias (Doods e Roberts, 1985; Neves, 2000) sdo muitas vezes a resposta para espécies
vegetais em vias de extingdo, apesar do risco associado a geracdo de clones e a sua
implementacdo em condi¢Bes naturais. Assim, torna-se necessario que os clones sejam
obtidos a partir do maior nimero possivel de plantas-mae (a origem do material vegetal, em
muitos casos de conservacdo, sdo plantas em que o estado fitossanitario ndo é o ideal e que
provavelmente irdo ser mais dificeis de implementar em condi¢cdes de assepsia (Deberg e
Maene, 1981)). Quanto maior a variabilidade genética que se permitir a espécie manter apos
a intervencao, melhor. N&o valeréa a pena introduzir na ilha 100 plantas provenientes de uma
s6 planta-mae, ja que tera a mesma informag&o genética e se por alguma razao surgir uma
mudanga no habitat para a qual esta esta menos adaptada, todo o esfor¢o de repovoamento

tera sido em vao.

Para que se consiga realizar a micropropagacgao € necessario cumprir as fases de Cultura in
vitro, sendo elas 4 (Deberg e Maene, 1981). A Fase 0 consiste na preparacdo das plantas
mae, escolhendo as plantas que apresentem um melhor aspeto e que ndo aparentem conter
agentes patogénicos, jA que estas provavelmente irdo apresentar um estado fitossanitario
superior. A fase seguinte, a fase 1, € a implementacao dos tecidos em condi¢cdes de assepsia
e 0 seu estabelecimento no meio de cultura, hormalmente sendo considerado a por¢édo de
tecido escolhido, um explante, e sendo constituido muitas vezes por pelo menos um gomo
axilar ou apical. A Fase 2 é a multiplicacao in vitro propriamente dita do material vegetal, pela
proliferacdo do material vegetal corretamente implementado, mantendo plantas em cultura
pelo corte sucessivo de por¢cdes com pelo menos um gomo axilar ou apical e esperando que
ocorra a fase 3 (dividida de duas partes, consiste no alongamento dos explantes e na inducéo
da rizogénese (enraizamento) para que ja ndo seja um explante mas sim um planta totalmente
formada, um clone da planta-méae) para que se possa hovamente cortar e manter o ciclo de

divisdo até se obter um stock que permita manter a multiplicacdo e passar algumas das
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plantas para a fase 4. Esta Ultima fase é a aclimatizacdo a condi¢cbes ex vitro, sendo
fundamental que as plantas se adaptem de forma gradual as condicBes ambientais, ja que
enguanto em condic¢des in vitro estas permanecem em condi¢des heterotroficas, recorrendo
quase exclusivamente ao meio de cultura como fonte de carbono e energia e ao passar para

ex vitro passam para condicdes autotréficas (Hartman et al., 1990).

Existe ainda a possibilidade de realizar a cultura in vitro, ndo a partir de explantes primarios
como folhas ou caules, mas sim de sementes, iniciando-se na mesma com a implementagéo
do material vegetal em condi¢cdes de assepsia, mas com a desinfecdo realizada em sementes.
As sementes sdo colocadas em meio de cultura e apds a germinacao pode-se realizar as
fases 2, 3 e 4 da forma usual. Este método além de permitir que a desinfecdo seja mais
agressiva e, a partida, mais eficaz, com uma taxa de sucesso superior, permite também iniciar
0 processo de micropropagacdo com uma maior taxa de variabilidade genética e/ou estado
de maturacdo semelhante (Sakhanokho et al., 2001).

1.7 Objetivos

7

O objetivo principal deste trabalho é o estabelecimento de protocolos que permitam a
multiplicacdo das trés espécies endémicas da ilha da Berlenga, a Pulicaria microcephala, a
Armeria berlengensis e a Herniaria berlengiana. Este trabalho faz parte integrante do projeto

LIFE+Berlengas.

Para cumprir o objetivo da multiplicagéo é necessario estabelecer tarefas e metas a alcancar,
com vista a entender o que sera necessario e otimizar procedimentos para um futuro projeto

de repovoamento.

Os objetivos complementares passam pelo estabelecimento de um protocolo de desinfec&o
dos diversos explantes recolhidos na ilha, para as 3 espécies em estudo. Nos casos concretos
de Pulicaria microcephala e Armeria berlegensis procurou-se estabelecer um protocolo de
desinfecdo de sementes, avaliando as taxas de germinagéo associadas, assim como avaliar
as taxas de enraizamento e de sobrevivéncia, e quais as condi¢cdes de aclimatizacao ideais.
Adicionalmente, procurou-se determinar qual o melhor processo para obtencdo de novo
material genético entre os trés estudados: desinfecdo de explantes caulinares, desinfecéo de
explantes foliares e inducdo de calli ou desinfecdo e germinacdo de sementes. No caso
concreto da Pulicaria microcephala, o objetivo passou pela avaliacdo de qual a melhor
composi¢cado do meio de cultura e as condi¢des ideais para a multiplicacéo e micropropagacao,

no que diz respeito a valores de luminosidade, temperatura, meio de cultura, pH e salinidade.
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Procurou-se ainda estudar o efeito de diferentes combinacfes e concentracfes de hormonas
de crescimento, no crescimento, alongamento e aspeto morfolégico. Em Armeria
berlengensis, procurou-se, ainda, avaliar a taxa de esterilidade e de fertilizacao das flores e
avaliar as taxas de germinacdo de sementes e eficicia dos processos de desinfecao das
mesmas. Foi ainda possivel analisar os solos da ilha, para melhor tentar simular as condicdes

de habitat aquando da aclimatizacdo ex vitro.
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2 Materiais e Metodologia Geral
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2.1 Preparacao de Meios de Cultura

211 MS.1

Meio de Murashige & Skoog (MS) (Murashige e Skoog, 1962) suplementado com vitaminas
Gamborg B5 (formulacdo em anexo) e com 30g/L de sacarose. O valor do pH foi acertado a
5.7, sendo posteriormente adicionado fitoagar a uma concentracéo de 6g/L. Apds a dissolucdo
do fitoagar por aquecimento, o meio foi dispensado em frasco de vidro e sujeito a
autoclavagem a 121°C durante 20min.

21.2 MS.2

O Meio MS.2 é o meio MS suplementado com Vitaminas Gamborg B5, e com 30g/L de
sacarose. O valor de pH foi ajustado a 5.7. Apés o acerto do pH é adicionada o fitoagar a uma
concentracdo de 10g/L. O meio depois de autoclavado a 121°C durante 20min é dispensado
em placas de Petri de 90mm.

213 MS3

O Meio MS.3 é 0 meio MS suplementado com vitaminas Gamborg B5 ao qual foram
adicionadas duas hormonas de crescimento, 2,4-D a 5,37uM e NAA a 2,69uM, para induzir a
desdiferenciagdo celular, e logo o desenvolvimento de callus. O meio foi também
suplementado com 30g/L de sacarose e 0 pH acertado a 5.7 sendo depois adicionado fitoagar
a uma de concentragdo 10g/L. Este meio foi autoclavado durante 20min a 121°C e de seguida

distribuido em placas de Petri de 90mm.
214 MSA4

O Meio MS.4 é o meio MS suplementado com vitaminas Gamborg B5 e MES (Formulagdo em
anexo), sem a adicdo de hormonas de crescimento. O meio de cultura é preparado com 30g/L
de sacarose e depois é acertado o seu pH a um valor de 5 ou 6, consoante o pretendido. Apds
o acerto do pH é adicionado o fitoagar a uma concentracdo de 10g/L. O meio é dispensado

em frascos de vidro de cultura e depois autoclavado a 121°C durante 20min.
2.2 Recolha de explantes

Os explantes foram recolhidos com o auxilio de uma tesoura, tendo sido recolhidos em média,
3 ramos por planta, os quais foram colocados em frasco de amostragem. Os rebentos foram

constituidos por pelo menos o gomo apical e algumas folhas como se pode observar na Figura
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2.1. Os explantes foram armazenados a 4°C, por um periodo maximo 24 horas. Nas semanas
antecedentes as recolhas néo se registou pluviosidade na area de recolha, e por isso o teor

de humidade a que as plantas estiveram sujeitas foi baixo.

2.3 Desinfecéao e estabelecimento in vitro

Para iniciar a desinfecdo, o0s
explantes foram lavados em &gua
corrente, para remover  as
impurezas, sem danificar 0s
tecidos. Os raminhos foram
separados  aleatoriamente em
grupos consoante o processo de
desinfegdo a realizar em cada
ensaio. Apos a desinfecdo, o0s

explantes foram colocados em
(e)

. . Figura 2.Iantas adultas de Pulicaria microcephala (a),
ml de meio MS.1 (Figura 2.1). Armeria berlengensis (b) e Herniaria berlengiana (c) e
respetivos explantes (d, e, f)

2.4 Condicdes de culturain vitro

frascos de cultura de vidro com 30

Os frascos de cultura, os tubos e as placas de Petri foram mantidos em camaras de
crescimento a uma temperatura controlada de 21+2°C com um fotoperiodo de 16/8 horas
luz/escuro, uma intensidade luminosa de aproximadamente 4000 Lux com lampadas de luz
fria e uma humidade de 60% ou numa sala de temperatura e humidade controlada nas

mesmas condicoes.

As plantas sujeitas a micropropagacdo foram sempre sub-cultivadas em intervalos de 4
semanas. Aquando das subculturas de Pulicaria microcephala e de Herniaria berlengiana
foram cortadas por¢cbes com pelo menos 2 centimetros de altura, sem ramificacbes e com
pelo menos um gomo axilar, podendo ou ndo conter 0 gomo apical. A micropropagacao de
Armeria berlengensis foi feita pela remoc¢éo dos rebentos laterais.

A lista de reagentes e equipamentos e respetivas especificacdes técnicas encontra-se em
anexo (Anexo ).
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Figura 2.2 Demonstracao das intensidades luminosas observadas durante o processo de
aclimatizacéo para estudo do impacto da luz com diferentes intensidades luminosas (Lux ):
3650 Lux (a), 5640 Lux (b), 5790 Lux (c), intensidade luminosa ndo controlada (d); fotos do
estado inicial das plantas antes de se iniciar o processo de aclimatizacéo ((a), (b), (c), (d))
foto do estado de desenvolvimento ap6és um més de aclimatizagdo no exterior, sem
intensidade luminosa e parametros de temperatura controlados.

2.5 Aclimatizagédo a condigdes ex vitro

A aclimatizagéo foi feita com recurso a vasos/floreiras com uma mistura de 1:5 de perlite: terra
de jardinagem. Esta mistura foi regada com solucéo de fertilizante comercial na concentracdo
recomendada pelo fabricante. ApOs a selecdo das plantas que iriam ser aclimatizadas, feita
de forma aleato6ria, os rebentos foram retirados dos frascos de cultivo e o meio foi removido
cuidadosamente com agua destilada, procurando ndo danificar as raizes. Os rebentos foram
colocados na terra e os recipientes foram cobertos com filme de plastico e vedados com fita-
cola. Este procedimento visa manter a humidade no interior dos recipientes a niveis de

saturacao semelhantes aos existentes dentro dos frascos de cultura in vitro.

Ap0s 4 semanas, durante as quais as plantas foram regadas com solug&o nutritiva, iniciou-se
a perfuracdo dos plasticos utilizados para tapar as floreiras. Durante as 6 semanas seguintes
foram gradualmente feitos furos e golpes no pléstico, visando a diminuicdo da humidade nas
floreiras, permitindo a emisséo de novas folhas e a sobrevivéncia das plantas em condi¢cdes

ex vitro (Figura 2.2).

2.6 Analise estatistica

Todas as analises estatisticas deste trabalho foram realizadas no programa IBM SPSS
Statistics 24 (IBM Corporation, Nova lorque, Estados Unidos da América). O nivel de
significancia foi estipulado como sendo o =0,05. Os dados foram analisados relativamente a

sua distribuicdo normal e homogeneidade de varidncias. Se esses pressupostos se
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cumprissem, realizaram-se testes paramétricos, caso contrario, usaram-se testes nao
paramétricos correspondentes (Zar, 2009). Foram realizados testes estatisticos de Tabelas
cruzadas nos quais foi tido em linha de conta o teste de Qui-quadrado de Pearson quando o
pressuposto a) nao € quebrado e menos de 20% das células esperavam uma contagem menor
que 5 e o teste exato de Fisher quando este pressuposto é violado, nomeadamente pelo
tamanho da amostra ser pequena. Foram realizados testes estatisticos de Tabelas cruzadas
(Qui-quadrado de Pearson) e correlagbes ndo paramétricas (correlagdo de Spearman)
quando ndo se conseguia retirar conclusbes com o primeiro teste. Para todos os ensaios
realizados, apenas apresentados os resultados dessas avaliagées quando foi possivel a sua
realizagdo. Para o ensaio de influéncia das hormonas de crescimento sobre o
desenvolvimento de Pulicaria microcephala (capitulo 4) foram aplicadas anélises de variancia
(Anova) a 1 fator, sendo este a conjugacéo de hormonas utilizada. Para o ensaio de influéncia
do valor de pH e da concentragcdo de NaCl no meio de cultura para micropropagacao
multiplicag&o e crescimento de Pulicaria microcephala foi realizada uma analise de variancia

a 2 fatores (valor de pH e concentragdo de NaCl).
2.7 Local derecolha dos explantes

As recolhas do material vegetal utilizados nos diferentes procedimentos deste trabalho foram

realizadas na ilha da Berlenga, e na llha Velha (Figura 2.3).

O da Veiha

Natural das Berlengas

Fariihdes
Estelas

B_q:mmqn

0 0.4 km Oceano Atlantico

pe=——
—— Caminho pavimentado O Farol das Berlengas o Puﬂca.'j;a nwcroce;:-hax.a
-=-- Terra batida @ Forte de 950 Jodo Baptista () Armeria perienguensis
= Linha de dgus . Hernlaria berlengiana
I R.M. das Berlengas © Buzinas o

Figura 2.3 Mapa da zona de recolha do material biolégico vegetal, explantes e
infrutescéncias, de cada um dos casos de estudo: Pulicaria microcephala, Armeria
berlengensis e Herniaria berlengiana. Adaptado do INCF (ICNF, 2019).



2.8 Local derecolha das amostras de solo

A recolha de amostras de terra foi realizada que na Berlenga quer na llha Velha. Os locais

foram escolhidos com base no tipo de vegetag&o e no tipo de inclinacdo do terreno (Figura

2.4).
Chapada to Norte
oo Maldito
fihdu
da Ponta
Pesqueiro da Poveira
Figueiras
1 B Pesqueiro do Capitio
Reserva Natural das Berlengas
‘Farilhoes
Estelas
Berlenga
Ponta dos Funddes
ou Cabeca do Elefante
0.4 km Oceano Atléntico
—— Caminho pavimentado
c .pa ena (1] Farol das Berlengas
==== Terra batida
~ Linha de agua @ Forte de Sao Joao Baptista
R.N. das Berlengas © Buzinas
Vale das Armérias —sem armérias Clareira - Miradouro do Melreu
Vale dos Fetos Inicio do trilho das Buzinas n Trilho das Buzinas
Remocéo de C. edulis — 1 semana Planalto Cerro do Cao

Vale das Armérias — com armérias Remocgdo de C. edulis— 1 ano Remocio de C. edulis— 2 anos

Figura 2.4 Mapa da zona de recolha das amostras de solo de diversas zonas de interesse das ilhas da
Berlenga. Adaptado do INCF (ICNF, 2019).
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3 Desinfecao e germinacao de sementes
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3.1 Introducéo

Nas espécies vegetais sem forma de propagacdo vegetativa natural, um dos principais
problemas para a sobrevivéncia em meio natural, no seu habitat, € a limitada capacidade de
regeneracao da populacdo por semente, temporal e espacialmente (Holzel e Otte, 2004). Este
€ um dos fatores mais importantes para a diminuicdo da diversidade genética em
comunidades de plantas e, em Ultima andlise pode levar a especia¢do. O fendmeno pode ser
agravado se existir muito consumo ou danificacdo por parte de um agente externo, como um
roedor a danificar as raizes ou a se alimentar da espécie vegetal, uma ave a fazer ninho sobre
a planta ou efeitos antropogénicos como a desflorestacdo. A propagacao por semente esta
muitas vezes predestinada a falhar, ja que, apenas as melhores e mais resistentes
conseguem germinar numa comunidade vegetativa bem estabelecida. (Grubb, 1977; Rusch e
Fernandez-Palacios, 1995; Kotorova e Lep$, 1999; Stampfli e Zeiter, 1999; Touzard et al.,
2002). Para combater este problema muitas espécies conseguiram adaptar-se para que as
sementes produzidas tenham a capacidade de identificar as condi¢des ideais para a sua

germinacao (Grime, 2001, Holzel e Otte, 2004)

Os mecanismos de quebra de dorméncia das sementes, como a dete¢éo de periodos de frio,
ou calor, (estratificacdo) ou outros fatores ambientais como fogo, concentragdo de nitratos,
entre outros ajudam as sementes a germinar a altura correta para a sua espécie, quando
naquele local ndo ocorrer tanta competicdo e as condigbes sdo mais favoraveis ao
desenvolvimento das plantulas. Sendo estes mecanismos identificados como de maior
importancia principalmente em zonas temperadas, como €& o0 caso de Portugal,
nomeadamente da Ilha das Berlengas (Thompson et al., 1977; Grime et al., 1981; Milberg,
1994; Schitz, 1997; Baskin e Baskin, 2001; Knédler, 2001; Jensen, 2001; Hroudova e
Zakravsky, 2003; Holzel e Otte, 2004).

Entender o que desencadeia a germinacao de sementes de uma espécie € uma das chaves
para se entender o declinio, a persisténcia ou a capacidade invasora de uma determinada
espécie (Schitz, 2000). Em projetos de conservacao e de repovoamento as caracteristicas
de germinacdo também sao particularmente relevantes. Quer seja para a libertacdo das
sementes no habitat natural, quer seja para a sua germinacao em laboratério, o sucesso dos
procedimentos estd dependente dos conhecimentos e da capacidade que se tem para criar
as condicdes 6timas de cultivo, imitando o mais possivel 0 modo como as sementes dessas

espécies germinam (Bakker e Berendse 1999; Patzelt et al., 2001).
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Ensaios de germinacdo de espécies de plantas dos géneros Pulicaria e Armeria séo
relativamente raros. Dina Henriques e os seus colaboradores, em 2017 publicaram um
trabalho onde realizavam germinacédo de Armeria maderensis, com diferentes processos de
guebra de dorméncia das sementes, em terra. Outro trabalho com este género, mas com a
espécie Armeria caespitosa realizou a germinacao entre folhas de papel de filtro humido
(Giménez-Benavides et al., 2005). Em 2010 Godefroid e colaboradores germinaram sementes
de Pulicaria vulgaris em placas de Petri com uma solucdo de 1% de agar e anteriormente
Evans e Etherington em 1990 germinaram em solo e em folhas de papel de filtro, sementes
de Pulicaria dysenterica. Estas espécies sao frequentemente germinadas em laboratério, mas
com um objetivo de obter plantas para a realizacdo de outros trabalhos e ndo estudar a sua
germinacgao (Brewin et al., 2003).

O objetivo deste trabalho foi estudar a melhor forma de germinar sementes de Pulicaria
microcephala e Armeria berlengensis com vista o repovoamento destas espécies na llha das
Berlengas. Além disso pretendeu-se avaliar a taxa de fecundacédo de A. berlengensis, ja que
devido a possibilidade de hibridacdo (Tauleigne-Gomes e Lefébvre, 2005) o seu declinio em
namero populacional (Tauleigne-Gomes et al., 2004), se podera dever a escassa producdo

de sementes por parte da espécie.

3.2 Materiais e Metodologias

3.2.1 Recolha e recuperacgao dos frutos de Pulicaria microcephala

Aquando da recolha de infrutescéncias de Pulicaria microcephala, foram cortadas varias
porcbes vegetativas, provenientes de diferentes plantas-mée e de seguida essas mesmas
estruturas foram guardadas a 4°C. Para que se conseguisse separar os frutos das
infrutescéncias, foi necessario libertar cuidadosamente os frutos dos calices de forma manual
e de seguida fazer a passagem por trés crivos, um de 1mm, outro de 0.5mm e finalmente de
0.25mm. Apesar da crivagem, muitas pétalas ndo foram removidas com sucesso o0 que levou
a desinfecdo das mesmas juntamente com os frutos. No processo de colocacado das sementes
no meio de cultura foi necessario realizar uma selecao dos frutos e separacao das pétalas
(adaptado de Terry e Sutcliffe, 2014).

3.2.2 Desinfecdo dos frutos de Pulicaria microcephala

Para desinfetar dos frutos de P. microcephala foram testados 7 processos diferentes, os quais
se encontram descritos na Tabela 3-1 (quanto ao tipo de substancia ativa utilizada,

concentracdo e tempo de exposicao). Apés desinfecdo, as sementes foram colocadas em 5
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placas de Petri com aproximadamente 20 sementes por placa de meio MS.1, para cada um

dos processos de desinfecao realizados.

As sementes foram desinfetadas e colocadas em placa de Petri com agua destilada, sendo
de seguida colocadas no meio de cultivo. A experiéncia decorreu durante 6 semanas e a
germinacao foi definida como bem-sucedida apés o surgimento da radicula. Diariamente foi
feito o registo de novas germinacdes, até passarem 5 dias seguidos sem registos adicionais

de germinacéo (processo adaptado de Holzel e Otte, 2004; Davies et al., 2015).

Tabela 3-1 Agentes de desinfe¢&o utilizados em cada um dos processos de desinfecdo dos frutos de P.
microcephala, com indicacdo dos tempos de contacto e concentracéo do agente de desinfecio.

Processo Processo Processo Processo Processo Processo Processo

1 2 3 4 5 6 7
Etanol (96%) 1min 5min 5min 5min 1min 1min 5min
Higoglorito de 20min 25min 25min 25min 20min 20min 25min
sadio (20%)
Ridomil Gold ) _ 1min _ ) _ _
1,75g/L
Ridomil Gold ) ) ) 1min ) 1min )
2,5g/L
Pomarsol ultra ) _ ) _ 1min 1min 1min

D 0,2g/L

4x4min Agua destilada estéril

3.2.3 Recolha e recuperagdo de sementes de Armeria berlengensis

Para se proceder a desinfecdo de sementes de Armeria berlengensis foi necessério
inicialmente realizar a recolha das infrutescéncias, na altura certa de maturacdo das
sementes. Procedeu-se a contagem de infrutescéncias recolhidas e o total de flores que
compunham essas mesmas infrutescéncias. Estes dados foram necessarios para se calcular
a taxa de fecundacdo desta espécie e determinar qual a taxa de produgédo de semente. A
totalidade de flores recolhidas foi aberta com o auxilio de uma agulha de dissecacdo e uma
pinca de pontas finas, sob uma lupa binocular, procedendo-se a recuperacao das sementes.
De forma aleatoria foram escolhidas 19 infrutescéncias para que essa abertura e recolha de
sementes fosse acompanhada de uma contabilizagcdo mais pormenorizada da quantidade de
ovarios encontrados (flores que provavelmente nao foram fecundadas), flores que estivessem

deterioradas, flores que contivessem no seu interior uma semente e também flores que néo



apresentassem nenhuma estrutura reprodutiva no seu interior, hem ovarios nem semente,
gue se encontrassem vazias. As sementes foram de seguida contadas e acondicionadas a

4°C até se proceder a sua desinfecdo. (adaptado de Terry e Sutcliffe, 2014).

Apesar da necessidade de abrir as flores uma a uma para confirmar a presenca ou auséncia
de semente no seu interior, foi possivel observar que, aquando da auséncia de semente e
existéncia de ovario, este era visivel pela existéncia de uma estrutura na forma de cruz no
interior da flor. Como a semente desta espécie € uma estrutura de maiores dimensdes, em
relacéo aos ovarios da mesma, foi possivel depreender se a flor teria ou ndo semente no seu

interior.
3.2.4 Desinfecao de sementes de Armeria berlengensis

Foram realizados 5 processos de desinfe¢cdo, com as especificacdes discriminadas na Tabela
3-Il quanto a substancia ativa utilizada na desinfe¢éo, concentracdo e tempo de exposi¢ao
das sementes a mesma. Apoés desinfecdo, as sementes foram colocadas individualmente em

frascos de cultura com cerca de 30ml de meio MS.1.

A experiéncia durou no total 8 semanas e a germinacao foi definida como bem-sucedida apés
o surgimento da radicula. Foi averiguado diariamente o aparecimento de novas germinacoes,
até passarem 5 dias seguidos sem registos de germinacdes (processo adaptado de Holzel e
Otte, 2004 e Davies et al., 2015).

Tabela 3-II - Agentes de desinfecéo utilizados em cada um dos processos realizados para desinfetar
sementes de Armeria berlengensis, por ordem de utilizacdo e com os tempos de contacto e respetivas

concentracoes.
Processo 1 Processo 2 Processo 3 Processo 4 Processo 5
- - 24 Papel de 2 Submersao
horas filtro horas em agua
hdmido destilada
esterilizada

1 Etanol 96% 1 Etanol 96% 1 Etanol 96% 1 min Etanol 70% 1 min Etanol 70%
mim min min
20 Hipoclorito 10 Hipoclorito 20 Hipoclorito 5 min  Hipoclorito 5 min Hipoclorito
min de sédio min de sédio min de sédio de sbdio de sédio
20% 20% 10% 10% 10%

4x4min Agua destilada estéril

3.3 Resultados e Discussao

Num trabalho de repovoamento e de tentativa de preservacdo de uma determinada espécie

vegetal, € comum a utilizacéo de técnicas como a micropropagacao. Esta permite a obtencdo
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de elevado numero de espécimes num curto intervalo de tempo, sendo estes livres de agentes
patogénicos. Num ambiente insular e em que as espécies sdo endémicas apenas a uma
determinada ilha a cria¢do de individuos geneticamente iguais, quando se parte inicialmente
de um numero reduzido de plantas mée é um inconveniente e por isso pode-se partir de

germinacdo in vitro como fonte de material vegetal.

Um total de 4218 frutos (N) de P. microcephala foram desinfetados e divididos por sete
processos diferentes. Tendo sido apenas observado, quando ocorria germinacao, que apenas
uma plantula era gerada por fruto. Os resultados relativos a influéncia do processo de
desinfecdo, na germinacdo das sementes, foram classificados em trés categorias nominais:
contaminada, inviavel e germinada. Para analisar os resultados este ensaio foi realizado o
teste estatistico de Tabelas cruzadas (N= 4218 frutos), no qual foi analisado o teste do Qui-
Quadrado de Pearson, ja que apenas 2 células (9,5%) esperavam uma contagem de cinco,
sendo a contagem minima esperada de 1,71. Segundo os dados obtidos a viabilidade das
sementes e sua consequente germinacdo é dependente do processo utilizados (N=4218, x?
=454,706 e p-valor:0,000) (Qui-quadrado de Pearson) (gl=12), demonstrando assim que o uso
combinado dos dois fungicidas (Ridomil Gold e Pomarsol ultra D), € o mais benéfico para o
sucesso do processo de desinfecdo (processo 6) ), obtendo-se uma taxa de germinagéo de

73.02% e uma taxa de contaminacao de 2.56%.

Taxa de Germinacédo m Taxa de Inviabilidade m Taxa de Contaminacao

100,00 - .
90,00 -
80,00 -
70,00 -
60,00 -
50,00 -
40,00 -

Taxa (%)

30,00 -
20,00 -
10,00 -
0,00

1 2 3 4 5 6 7
Nimero de Cddigo do Processo de esterilizagao aplicado

Figura 3.1 Valores percentuais das Taxas de Germinacao (cor verde), Taxa
de Inviabilidade (cor cinza) e Taxa de Contaminagdo (cor laranja) para os
varios processos de desinfecdo aplicados a sementes de Pulicaria
microcephala.
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Entre os processos 1, 5, 6 e 7 a diferenca é a ndo utilizacéo, a utilizacdo de um fungicida ou
a combinacdo de dois (processo 6). Segundo Godefroid e os seus colaboradores (2010)
Pulicaria vulgaris germinada segundo o processo por eles utilizado (sem pré-tratamentos)
tendo obtido uma taxa de sucesso de germinacdo de 54%, sendo esta inferior & obtida no
presente trabalho para Pulicaria microcephala, quando utilizados os parametros de desinfecéo
do processo 6. Qualquer outro dos processos aqui testados apresentou uma taxa de sucesso
de germinacao inferior & obtida por esses investigadores. Seria interessante e para melhor se
poder comparar os resultados realizar a germinacdo de P. microcephala sem qualquer pré-
tratamento, bem como num meio de cultura menos rico, para entender se as taxas de
contaminacdo e as taxas de germinacdo seriam semelhantes ao aqui descrito ou se
eventualmente poderemos simplificar ainda mais o processo como fizeram Godefroid e
colaboradores (2010).

Evans e Etherington em 1990 mencionam a necessidade/importancia da existéncia de agua
no solo onde a Pulicaria dysenterica foi por eles colocada para germinar. Nas melhores
condi¢des obtiveram uma taxa de sucesso de aproximadamente 70%. Semelhante a obtida
para Pulicaria microcephala no presente trabalho, o que sugere que alguma da agua dos
processos de desinfecdo possa estar a ser absorvida pelas sementes e/ou que o teor de agua
do meio de cultura é suficiente para a germinacdo de sementes desta espécie, sendo que
seria interessante realizar um pré-passo de embebigdo (semelhante ao que se realizou
posteriormente para Armeria berlengensis) de forma a entender se esta taxa de sucesso de
73,02% poderia ser ainda maior. Foi encontrada dependéncia da taxa de viabilidade de
germinacdo com o processo utilizado (N=2120,x?>=114,764 e p-value=0,000) (Qui-quadrado
de Pearson) (gl=6). Nestes processos e apesar da combinacao dos dois fungicidas estudados
ser 0 melhor processo, € possivel verificar que o fungicida Ridomil Gold usado isoladamente
permite obter uma maior taxa de viabilidade da germinacéo (processo 7 - 42,14%), do que o

fungicida Pomarsol ultra D (processo 5 — 9,45%).

Com as novas diretrizes legais para o uso de fungicidas e sabendo os danos que estes podem
causar ao meio ambiente, apesar de ser maior a taxa de sucesso com a utilizacdo de ambos,
€ sugerido a utilizacdo do processo 7 utilizando somente um fungicida (com taxa de
contaminacéo 0,000). Apesar da taxa de sucesso ter sido inferior ao processo 1, a sua taxa

de germinacédo é de aproximadamente 50% (49,42%).

Posteriormente realizaram-se testes de Tabelas cruzadas para comparacdes mais

especificas. Os processos 1 e 2 variaram apenas no tempo da exposi¢cdo das sementes a

28



solucdo de etanol e a solucdo de hipoclorito de sddio (processo 1- 1 min e 20 min

respetivamente, o processo 2- 5 min e 25 min respetivamente (Tabela 3-I).

Com base nos resultados obtidos, a viabilidade da germinacdo das sementes, apds 0s
processos de desinfecdo é dependente deste e apesar de apresentar uma taxa de
contaminacdo maior, de 2,02% em vez de 0,29%, no processo 1, com menor tempo de
exposicdo aos desinfetantes, verificou-se uma maior viabilidade das sementes e uma taxa de
germinacdo superior. Constatou-se que foi inclusivamente 2,7 vezes superior, 49,42% em
oposicéo a 18,28% (N =1343, x?=42.554 e p-value 0,000) (Qui- quadrado de Pearson) (gl=2).
Estes dados levam a pensar que, com 0 aumento da exposi¢cdo podera estar a ocorrer a
absorcéo dos agentes de desinfecéo por parte das sementes, contribuindo para a reducéo da
taxa de viabilidade da germinagcdo. Apesar destes compostos serem necessarios para a
remocdo das possiveis ceras existentes em redor das sementes, utilizados em demasia
podem prejudicar a germinacdo das mesmas (Yang et al., 2013). A premissa inicial era que
maior tempo de exposicao, dentro de valores razoaveis (sem que se atinjam niveis toxicos),
melhor a taxa de germinacao, por isso, 0s processos 3 e 4 também foram realizados com 5
min numa solucdo de etanol a 96% e 25 min numa solucao de hipoclorito de sédio a 20%. A
diferenca entre os processos 2, 3 e 4 € a auséncia de fungicida, ou a sua utilizagcdo durante 1
minuto com concentragdes de 1,75g/L ou 2,5¢/L respetivamente. O melhor processo foi o que
utilizou uma maior concentracdo de fungicida. Com base na correlacdo de Spearman
(N=2098), obteve-se um coeficiente de correlacdo de -0,190 (p-value=0,000 (a correlacédo &
significativa no nivel 0,01, 2 extremidades)). A taxa de germinag&o obtida para o processo 4
foi de 36,01%.

Foram contabilizados também os frutos (Figura 3.2 (a)) recolhidos de 10 capitulos de Pulicaria
microcephala e a média de sementes obtida para cada capitulo foi de aproximadamente
42+21 sementes. Contudo, alguns capitulos apresentavam apenas 13 ou 16 sementes, o que
leva a pensar que varias sementes terdo caido antes de ter sido efetuada a recolha, durante
a recolha/transporte e manuseamento. (Média= 42,200 e desvio padrdao =21,761). O elevado
namero de sementes por capitulo é uma estratégia evolutiva apontada para plantas da familia
Asteraceae, por isso é natural que P. microcephala siga a tendéncia e apresente um elevado

namero de sementes (Baker et al., 1994)
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(a) .

y ¥ B
Figura 3.2 Fruto de Pulicaria microcephala (lupa binocular com escala de 500um) (a), plantula e
sementeira (lupa binocular com ampliacdo de 32x) (b) e plantulas com 2 semanas (c).

Depois de se ter estudado a germinagéo de Pulicaria microcephala, iniciaram-se 0s ensaios
com a Armeria berlengensis, Apds a recolha, separacéo das flores das infrutescéncias e a
sua abertura foi possivel contabilizar o nimero de infrutescéncias totais estudadas, flores
abertas (quer as que néo se soltaram das infrutescéncias quer as que estavam soltas no saco
de transporte), e o nimero de sementes obtidas (Tabela 3-1ll). Foi também realizado um
estudo mais pormenorizado a 19 infrutescéncias no que diz respeito a nimero de flores, quais
as que se encontravam vazias, as que tinham ovario evidente, as que se encontravam

deterioradas e as que continham semente (Tabela 3-111).

Foi determinada a taxa de fecundacao para a espécie Armeria berlengensis com base no
namero total de sementes encontradas a partir das 4721 flores abertas (Tabela 3-1V),
provenientes das 98 infrutescéncias recolhidas (Tabela 3-1V) na ilha. Esta taxa de fecundagéo
foi de 3,5%. Quando este calculo foi realizado para as 19 infrutescéncias analisadas em
pormenor o valor foi ligeiramente mais baixo, de 3,4%. Foram escolhidas ao acaso 19
infrutescéncias e, das 678 flores recolhidas, 343 apresentavam ovario ndo fecundado e
apenas 23 continham semente, 0 que da uma média de 1 semente por infrutescéncia. Das
678 flores, 207 encontravam-se vazias (sem colora) e 105 deterioradas. No entanto, ndo se
podera afirmar que estas ndo teriam tido semente, uma vez que nas deterioradas poderia ter
sido a semente o material vegetal a apodrecer e as vazias poderiam ter libertado a semente
ainda no terreno ou no saco de transporte. Neste, foram recolhidas 66 sementes de flores,
sem que se fizesse distin¢cao entre as sementes que sairam por si e/ou as que se encontravam
ainda na flor, mas soltas do capitulo. Assim sendo, este trabalho pode estar a subestimar a
guantidade das sementes e por consequéncia a taxa de fertilizacdo desta espécie. No entanto,
e comparando os dados obtidos, o valor encontrado de sementes é muito inferior ao registado
para Armeria maritima de em média 29 sementes por infrutescéncia (Baker et al., 1994). Baker
e colaboradores (1994) apontam ainda que obtiveram uma diferencas entre o niumero de

sementes obtidas para flores selvagens e flores germinadas a partir destas mas mantidas
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off-situ quer em vasos quer em terra, e que este facto se podera ter devido a falta de insetos
polinizadores neste Ultimo local, o que seria interessante averiguar se podera estar a ocorrer
o0 mesmo ma ilha das Berlengas e a polinizacdo ndo estar a ser tdo bem sucedida, por esse

motivo.

Tabela 3-1ll Dados totais numéricos, médias e desvios padrdo da recuperacdo de sementes de Armeria
berlengensis, nomeadamente o nimero de infrutescéncias totais estudadas, flores e nimero de
sementes obtidas.

Nimero  Média por infrutescéncia Desvio padréo

Infrutescéncias estudadas 98 - -
Flores Total 4721 48,173 26,921
Em infrutescéncia 3496 35,673 26,376
Soltas no saco de transporte 1225 N&o aplicavel N&o aplicavel
Sementes Total 164 1,673 1,783
obtidas
Em infrutescéncia 98 1,000 1,874
Soltas nos sacos de transporte 66 Nao aplicavel Nao aplicavel
Analise detalhada das Infrutescéncias 19 - -
Flores Total 678 35,684 30,515
Vazias 207 10,895 13,860
Com ovario (sem semente) 343 18,053 17,449
Deterioradas 105 5,526 5,762
Sementes obtidas 23 1,211 2,284

Mesmo que se considere que todas ou pelo menos algumas das flores vazias continham
sementes, a taxa de fecundacdo por infrutescéncia variaria entre 3,4 e 34%
aproximadamente. Deste modo, seria possivel recuperar entre 1 a 12 sementes por
infrutescéncia, que em média apresenta aproximadamente 40+26 flores. Dados que ja se

assemelhariam aos obtidos para Armeria maritima (Baker et al., 1994).

Das 4721 flores abertas, 1225 (Tabela 3-1V) encontravam-se soltas no saco de transporte.
Comparando o numero de sementes encontradas na fracdo de flores soltas e na fracdo de
flores que se encontravam nas infrutescéncias pos transporte, consegue-se observar que
cerca de 5,39% das flores soltas continham sementes, mas apenas 2,80% das flores das
infrutescéncias apresentavam sementes. Este dado pode corroborar a ideia de que as flores

vazias ja libertaram a sua semente. Pode igualmente indicar, que as flores mais maduras, ja
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com semente, se libertam da infrutescéncia com maior facilidade para promover a dispersao
da semente. Como € possivel observar na Tabela V, a taxa de observagédo de ovarios € de
50,59% o0 que parece indicar, que cerca de metade das flores analisadas ndo foram
fecundadas, ou ainda n&o teriam desenvolvido a semente. Para plantas que néo realizam a
autopolinizacdo a consequéncia € a baixa fertilizacdo o que se manifesta em baixo teor de
sementes e num elevado teor de flores com ovario, como € o caso das espécies do género
Armeria (Sutherland e Delph, 1986; Richards, 1986)

Tabela 3-1V Dados percentuais das taxas de fecundacgéo de Armeria berlengensis, no total e das taxas
de fecundagdo, flores vazias, observacdo de ovarios e flores deterioradas de 19 infrutescéncias
estudadas em pormenor.

Taxa Valor (%)
Total Fecundacéo 3,474
Das flores analisadas em Fecundacéo 3,392
pormenor Flores vazias 30,531

Observagao de ovarios 50,590

Flores deterioradas 15,487

Uma das razfes para o estado vulneravel que é atribuido a esta espécie endémica da
Berlenga, podera ser entdo a pouca quantidade de sementes que esta produz com sucesso.
A taxa de fecundacéo é de aproximadamente de 3,47%, em conjunto também com a taxa de
sucesso de germinacdo das mesmas. Nao se pode esquecer as outras ameacas externas ja
referidas, nomeadamente Larus sp. (Nascimento, 2018; ICNF, 2019; SPEA, 2019; Berlengas,
2019), ou mesmo o facto da Armeria berlengensis, pertencer a um género que é indicado
como propenso a hibridacao interespecifica. Existem estudos a comprovar hibridacéo entre
espécies francesas e da costa portuguesa, nomeadamente da Ericeira (Tauleigne-Gomes e
Lefébvre, 2008). Esta hibridagcéo podera também ser um motivo pelo qual se recolhem poucas
sementes e a taxa de fecundacgéo seja reduzida, ja que organismos hibridos ndo séo férteis.
Esta afirmacéo é reforcada pelo facto de, ao realizar las contagens em vérias infrutescéncias,
100% das flores ndo continham semente. Das 19 infrutescéncias analisadas em pormenor,
obtiveram-se apenas 23 sementes, no entanto, em 10 das infrutescéncias, mais de 50% né&o
tinham sementes, e em algumas o numero de flores vazias ultrapassava o de ovarios
observados, enquanto noutras a situacao era invertida. O ndmero méximo obtido numa
infrutescéncia foi de 10 sementes em 70 flores, sendo que 16 flores estavam vazias, 44
continham ovario e nenhuma se encontrava danificado. Essas 16 flores vazias, como referido

anteriormente, poderiam ter contido sementes antes da recolha do material ter sido realizada.
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No que diz respeito as desinfecdes realizadas, a taxa de germinacdo maxima obtida para A.
berlengensis em meio de cultura MS foi de 20%. Este valor foi obtido através de 2 processos

diferentes, 0 3 e 0 5.

Apbs a realizacdo dos processos 1 e 2, foi possivel observar que as sementes turgiam, logo
apos a imersdo na solucdo de hipoclorito de sédio, o que provavelmente reduz a taxa de
germinacdo (processo 1, 3,33%; processo 2, 0,00%), por via de efeitos toxicos. No entanto, o
trabalho de Brewin e colaboradores (2003) menciona a germinacdo de sementes de Armeria
maritima apés a sua imersdo numa solucao de 30% (v/v) de Domestos, 0 mesmo composto
utilizado neste trabalho experimental, durante 5 minutos, por isso seria interessante estudar

tempos de exposi¢éo inferiores.

A confirmagdo desse efeito téxico veio da realizacdo do processo 3 onde ao diminuir a
concentracao de hipoclorito de s6dio a taxa de germinagdo aumentou. Isto sugere a absorcéo
do hipoclorito de sédio e 0 seu impacto sobre o sucesso da germinacdo. Numa tentativa de
reduzir a concentragcdo dos desinfetantes e o tempo de exposi¢éo, visando aumentar a taxa
de sucesso da germinacdo foi feita outra variagdo nos processos 4 e 5, acrescentando um
passo de hidratacdo pré-desinfecéo. Este passo foi realizado para que ndo fossem absorvidos
os desinfetantes e para testar a necessidade de se realizar a quebra da dorméncia das
sementes, causando turgescéncia das mesmas (ja que este € um passo chave para a
germinacdo de sementes) (Evans e Etherington, 1990). No processo 4, as sementes
hidrataram entre folhas de papel de filtro himidas com agua destilada durante 24 horas. No
processo 5 as sementes foram totalmente submersas em agua destilada durante 2 horas. Em
ambos 0s casos as sementes sofreram turgescéncia, ndo sendo depois observadas
variagdes, a vista desarmada, quando as sementes foram submetidas a desinfecdo. No
entanto, os resultados obtidos para o processo 4, parecem indicar que a quantidade de agua
absorvida por meio de papel de filtro, n&o foi suficiente para impedir a absor¢&o do etanol e/ou
hipoclorito de sodio. Ao se comparar estes dados com as observacdes feitas por Henriques
et al., (2017) a taxa de germinacédo das sementes de A. berlengensis é substancialmente mais
baixa do que a que esse grupo obteve para a Armeria mederensis. O valor maximo de taxa
de germinacao para esta espécie endémica da ilha da Madeira foi de 98% quando realizada
uma estratificacdo a frio (trés meses a temperaturas entre o 1 e 0os 6°C) o que podera ser um
teste futuro para se entender se A. berlengensis também beneficiara desse tratamento e ndo

s6 da hidratacdo por imersao.
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Figura 3.3 Valores percentuais das Taxas de Germinacdo (cor verde), Taxa de
Inviabilidade (cor cinza) e Taxa de Contaminacdo (cor laranja) para os varios
processos de desinfecéo aplicados a diversos conjuntos de sementes de Armeria
berlengensis em germinagédo em placa de Petri;

Foram realizados testes estatisticos de Tabelas cruzadas
(Qui-quadrado de Pearson) e correlagdes ndo paramétricas
(correlacdo de Spearman) quando ndo se conseguia retirar
conclusdes com o primeiro teste. Estes foram realizados
para os 5 processos (Tabela 3-1) em comparacdo uns com
0s outros, bem como, comparacdes mais especificas entre
0s processos 1, 2 e 3 e 0s processos 4 e 5. Apesar de alguns

processos terem maior taxa de germinacdo, segundo a

analise estatistica aplicada, esta nao é Figura 3.4 Plantula de Armeria

explicada/dependente do processo de desinfecdo aplicado. berlengensis (lupa  binocular
com ampliagédo 32x)

Este dado em conjunto com o facto de que a taxa de

contaminagéo ser 0,00% para todos os processos, permite afirmar que a escolha do processo
a realizar num trabalho futuro, poder-se-a fazer entre os processos 3 e 5, sendo recomendado
0 processo 5 uma vez que as concentragcdes de desinfetantes sGo menores, apesar de ser
mais demorado. Como a maioria das sementes foi removidas a mao, com o auxilio de uma
agulha de dissecacéo e pinca (Figura 3.5), foi observada por vezes a presenca de uma
pelicula a envolver a semente e em contacto com o ovario, sendo possivel pensar que
algumas sementes ndo estavam ainda maduras. Foram, inclusivamente, recolhidas 3

sementes que aparentavam estar vazias.
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Em oposicdo ao realizado para as sementes de P. microcephala, ndo foram utilizados
fungicidas na desinfecéo das sementes de A. berlengensis. O processo designado por nimero

1 em ambas as espécies € o0 mesmo, sendo o0 ponto de partida para a espécie da qual se

possui muito menos sementes, para tentar desinfetar e implementar em meio de cultura MS.

Figura 3.5 Infrutescéncia (a), flores (b), ovario ndo fecundado (lupa binocular com ampliacdo 32x) (c) e
semente (lupa binocular com ampliacdo 32x) (d) de Armeria berlengensis.

A ndo utilizacdo de fungicidas nas sementes de A. berlengensis justificou-se pela taxa de
contaminacao ter sido 0,00% nos processos 1 e 2. Como para 0s 5 processos realizados ndo

se obtiveram sementes contaminadas, ndo se testaram com esses produtos.

Em suma e apesar da reduzida produgdo de sementes por parte dos exemplares de Armeria
berlengensis a espécie ainda se reproduz sexuadamente e é possivel a germinagéo das suas
sementes em condi¢des de assepsia, podendo ser este um processo utilizado para combater
a extingdo da espécie. Para Pulicaria microcephala, e apesar de o estado de conservagéo
nao ser tdo preocupante, o método de germinacao foi bem-sucedido e por isso é apontado
como um bom método para eventual programa de repovoamento.
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4 Pulicaria microcephala
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4.1 Introducao

O género Pulicaria é conhecido pelas suas inUmeras aplicacfes, principalmente no que diz
respeito a extracdo de Oleos essenciais e aplicacdes de extratos destas espécies como
agentes antibacterianos e antioxidantes (Fawzy et al., 2013; Foudah et al., 2016; Hussien et
al., 2016; Shahat et al., 2017; Nikpay e Soltani, 2018). No entanto, poucos s&o os trabalhos
de micropropagacédo para producdo de novos exemplares que se encontram publicados.

Um desses raros exemplos, é a Pulicaria incisa, estudada em 2018 por Ghareb, e que é uma
espécie rara, nativa do Egipto. A micropropagacdo desta espécie foi bem-sucedida com a
utiizacdo de hormonas de crescimento como o 2-iP e IBA, respetivamente para o
estabelecimento/multiplicacdo e para o enraizamento (Ghareb, 2018).

Normalmente em cultura de tecidos vegetais sdo adicionadas hormonas de crescimento aos
meios de cultivo, para que os explantes se desenvolvam pela via morfogénica desejada. Estes
compostos, possuem um papel importante na coordenacdo do crescimento e da
organogénese, controlando muitos processos bioquimicos e fisiol6gicos na planta (Went e
Thimann, 1937; Lucas et al., 2007). Particularmente as citocininas sdo uma classe de
reguladores de crescimento com capacidade de induzir a divisdo celular em tecidos vegetais,
sendo importantes em processos de organogénese (Lucas et al., 2007), e retardando a
senescéncia (Lack e Evans, 2001). As auxinas tém como principal efeito a regulacdo do
alongamento celular mas, as raizes séo o tecido mais sensivel a este tipo de hormona, sendo
fundamental a sua presenca para que se formem os rebentos radiculares adventicios. As
auxinas sao também responsaveis pelos fendmenos de dominancia apical (Lack e Evans,
2001).

O objetivo especifico destes ensaios foi, pois, avaliar o sucesso de diversos processos de
desinfecdo e instalacéo in vitro de explantes de Pulicaria microcephala, tendo em vista o
estabelecimento de protocolos de desinfecédo eficazes e repetiveis. Adicionalmente foi testada
a necessidade de utilizacdo de hormonas de crescimento para o desenvolvimento correto
desta espécie em cultura in vitro, assim como a capacidade de adaptacdo destas culturas a

condigdes ex vitro, fechando assim o ciclo de micropropagagéo.
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4.2 Materiais e Metodologia
4.2.1 Recolha de explantes
Nos dias 10 e 22 de maio de 2017 foi recolhido o material biolégico de Pulicaria microcephala,

com o objetivo de instalar esta espécie em cultura asséptica. A recolha foi realizada de acordo

com os procedimentos descritos no capitulo 2.
4.2.2 Desinfecéo e estabelecimento

Foram realizados no total 6 processos de desinfecdo distintos, com as especificactes
discriminadas na Tabela 4-1 quanto a substancia ativa utilizada na desinfecao, concentragéo e

tempo de exposicdo. Foram colocados 3 explantes caulinares em cada frasco de cultura.

Tabela 4-1 - Agentes de desinfecdo utilizados em P. microcephala, com indicagdo dos tempos de
imersdo em cada uma das solucdes e respetivas concentracdes.

Processo 1 Processo 2 Processo 3 Processo 4 Processo 5 Processo 6
1min Etanol 1min Etanol 1min Etanol 1min Etanol 1min Etanol 1min Etanol
96% 96% 96% 70% 70% 96%

20min  Hipoclorito  20min  Hipoclorito  20min  Hipoclorito ~ 10min  Hipoclorito ~ 10min  Hipoclorito  20min  Hipoclorito

de sodio de sodio de sédio de sédio de sodio de sédio
20% 20% 10% 10% 10% 20%
1min Ridomil 1min Pero6xido - - - - 1min Ridomil
Gold de Gold
2,5g/L hidrogénio 1,75g/L

10%

4x4min Agua destilada estéril

4.2.3 Acé&o de hormonas vegetais no crescimento de Pulicaria microcephala

Para se entender se as plantas da espécie P. microcephala em cultura in vitro beneficiam da
presenca de hormonas de crescimento foi estudo qual o composto e a melhor concentragcédo
de citoquina e das auxinas estudadas, tendo por base o0 meio MS.1, e que se encontram

indicados na Tabela 4-II.
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Tabela 4-11 Designacéo e especificacdo dos teores de auxinas e de cinetina que foram adicionadas ao
meio de cultura MS.1 para se estudar a sua influéncia sobre Pulicaria microcephala.

NAA IAA IBA
(mg/L) 16,7 333 667 3,3 6,7 13,3 3,3 6,7 13,3
6,7 A B c J K L S T U
KIN 13,3 D E F M N o) Vv W X
26,7 G H | P Q R Y z 7z

Foram realizados dois ensaios com hormonas de crescimento, um de exposic¢ao inicial, onde
rebentos que nao tinham sido expostos a hormonas de crescimento, foram colocados em
meios com as concentragdes descritas na Tabela 4-11, denominado ensaio A, e um ensaio de
reexposicdo ao mesmo meio de cultura, designado de ensaio B. Neste ensaio os rebentos
originados pelos explantes colocados em meio de cultura com uma determinada combinacéo
e concentracdo no ensaio A foram colocados novamente nas mesmas condigdes. E de
reforcar que os explantes foram cortados todos com um tamanho idéntico e sem ramificacdes
para que o estado inicial dos explantes em cada um dos ensaios fosse comparavel. Nos dois
ensaios foram recolhidos dados referentes ao tamanho méximo dos rebentos em centimetros
e 0 numero de ramos a que o explante inicialmente colocado no meio, deu origem. O nimero
de ramos foi contabilizado pela realizacao de um corte basal, seguido de contagem do niUmero
de explantes obtidos. O tamanho maximo foi medido por uma craveira desde a base do

rebento, até ao topo do gomo apical.
4.2.4 Aclimatizagdo a condigdes ex vitro

O processo de aclimatizacdo esta descrito no capitulo 2. Durante o processo de aclimatizacao
foram utilizadas diferentes intensidades luminosas (Lux ): 3650 Lux, 5640 Lux, 5790 Lux, luz

natural (os vasos foram colocados no exterior) (Figura 2.2).
4.3 Resultados e Discusséao

Tendo em conta que o estado fitossanitario da planta € um facto crucial para o sucesso do
processo de instalacdo em condi¢cdes in vitro, procurou-se que os tecidos recolhidos em

campo estivessem 0 mais possivel limpos e saos.

Os resultados obtidos nos diferentes procedimentos de desinfe¢cdo encontram-se descritos na

Figura 4.2. Ao analisar esta Figura é necessario ter em conta que a taxa de viabilidade

corresponde a percentagem de explantes sdos e a taxa de inviabilidade engloba a taxa de
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contaminacgao microbiana e a taxa de morte dos explantes (devida a exposi¢cao aos compostos

usados na desinfecao e/ou tempos de desinfecdo demasiado elevados).

Os processos 4, 5 e 6 ndo permitiram a implementacdo bem-sucedida dos explantes em
cultura in vitro (resultados na Figura 4.1), deduzindo-se pelo aspeto dos mesmos gue 0S
tratamentos foram demasiado agressivos, causando a sua morte. Os resultados obtidos ndo
parecem estar diretamente relacionados com o estado fitossanitario das plantas, mas sim
como tipo de tratamento a que foram sujeitas. Nos processos 1, 2 e 3 alguns explantes

sobreviveram sem contaminacéao e foi possivel estabelecer a cultura in vitro com sucesso.

Tendo em conta que a maioria das contaminacoes observadas durante a realizacdo deste
ensaio foram de natureza fungica, néo é surpreendente que o processo que melhor permitiu
a adaptacdo a cultura in vitro da espécie P. microcephala recorra a um fungicida, com o
principio ativo Mancozebe a 64%. Este processo € o processo 1 onde aproximadamente um
em cada quatro explantes (24,4%) (Figura 4.1) foram instalados em cultura asséptica com

Sucesso.

Taxa de Viabilidade ®Taxa de Inviabilidade

100,0 -
80,0 -
60,0 -
40,0 -
20,0 -
0,0 . . .
3 4 5 6

1 2
Processo de esterilizacdo

Taxa (%)

Figura 4.1 Valores percentuais das Taxas de Viabilidade (verde) e Taxas de Inviabilidade
(cinzento) para os varios processos de desinfecao de Pulicaria microcephala.

No ensaio com hormonas de crescimento € possivel observar que no que diz respeito ao
tamanho médio dos rebentos no final de cada ciclo de cultivo, 0 meio de cultura sem hormonas
de crescimento foi o que permitiu aos explantes alongarem de forma mais acentuada (Anexo
IV, Anexo VII e Anexo IX), quer no ensaio A quer no B. Sendo os valores obtidos
significativamente superiores aos obtidos para as outras 27 conjugacfes, excetuando a

situacdo B (1,33mg/L de KIN e 33,3mg /L de NAA). Esta conjugacédo especifica podera ser
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préxima do ideal para estas plantas, ndo sendo, no entanto, muito diferente do meio controlo
sem hormonas, apés algumas geracdes no mesmo meio de cultura. Num estudo feito com
Pulicaria incisa foi estudado o efeito de 2-iP e desta hormona em conjugacdo com NAA
verificando-se que o melhor tratamento € 0,25mg/L de 2-iP, originando rebentos mais altos,
(em média 5,4 cm) em comparac¢ao com uma média de 4,0 cm quando o0 meio de cultura ndo
continha hormonas (Ghareb, 2018). Estes valores de alongamento sdo semelhantes aos
encontrados para Pulicaria microcephala na situacdo controlo com uma média de 4,38 cm.
Note-se que as concentracdes utilizadas por Ghareb (2018) sédo substancialmente inferiores
ao estudado neste trabalho, o que podera indicar que esta espécie ndo necessita da
suplementacdo do meio de cultura com hormonas quando se pretende que as plantas
mantenham a morfologia encontrada na natureza, facilitando a aclimatizacdo e a colocacéo
das plantas no habitat natural (Figura 4.2). Seria interessante perceber se o uso de 2-iP seria
benéfico para o desenvolvimento de P. microcephala, como foi registado em P. incisa
(Ghareb, 2018).

Na maioria das situa¢des estudadas ocorreu um incremento na taxa de alongamento do caule
no segundo ciclo de cultivo, o que indica a gradual adaptacéo das plantas ao meio a que séo
expostas, sendo nalguns casos significativo. Estes dados sdo semelhantes aos encontrados
em P. incisa, na qual apds 4 subculturas sucessivas se observaram decréscimos no tamanho
dos rebentos. No mesmo ensaio foram contabilizados os rebentos originados a partir de cada
explante e apenas na sétima passagem o nimero médio de rebentos diminuiu (Ghareb, 2018).
No presente trabalho, para Pulicaria microcephala, no ensaio B também foram obtidos maior

namero médio de rebentos quando comparados com o ensaio A.

O objetivo inicial da micropropagacao é a obtengcdo do maior nimero de plantas possivel, no
menor espacgo de tempo. Quando se analisa 0 numero médio de rebentos obtidos em cada
subcultura, podemos verificar que a maioria das combinacdes permite obter um elevado
namero de ramos a partir da mesma planta, quando comparado com a situacao controlo sem
hormonas. Um maior nimero de ramos de plantas é vantajoso, tendo em conta que o principal
objetivo é obtencdo de espécimes para repovoamento. A combinacdo que deu origem um
maior numero de rebentos foi a P, em média 12,5 rebentos, no ensaio A e a situacdo Q, em
média 22,3 rebentos, no ensaio B em compara¢édo com os 6,4 e 6,1 da situacao controlo no
ensaio A e B, respetivamente. Para Pulicaria vulgaris a melhor combinagéo e concentracéo
de hormonas de crescimento encontrada por El-Tarras e colaboradores (2015) foi de 0,1 mg/l
Kin + 3,0 mg/l 2-iP, com uma média de 3,75 rebentos novos em compara¢ao com os 6,40 que

se obteve neste trabalho para a P. microcephala, para a situacdo controlo e os valores
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superiores dos outros tratamentos. As situacoes P e Q contém uma combinacado de KIN e IAA
0 gue podera demonstrar que esta combinacdo beneficiara a geracdo de um maior nimero
de rebentos para que se realize a micropropagacdo de P. microcephala com um maior
rendimento. A situacdo controlo, sem hormonas, é apontada como ideal para ser a Ultima
passagem para que a morfologia seja a mais parecida com a natural e o tamanho das plantas

seja maior.

Comparando também a morfologia das duas plantas, observa-se que no estudo conduzido
por El-Tarras (2015) os explantes demonstravam massas celulares indiferenciadas na zona
em que o caule contactava com o meio de cultura, & semelhanca do que ocorreu com as

situacdes que ndo o controlo, no presente trabalho, como é possivel observar na Figura 4.2.

.

Figura 4.2 Aspeto esperado para trés explantes de Pulicaria microcephala em cultura
in vitro em meio M.S.1 durante 1 més (a) e dois meses (b); Aspeto esperado para trés explantes de
Pulicaria microcephala em cultura in vitro em meio M.S.1 suplementado com hormonas de
crescimento, durante 1 més (a) e dois meses (b); Aspeto vidrado (el) e morfologia em roseta (e2) que
certos explantes de Pulicaria microcephala apresentavam quando o meio de cultura ndo era o ideal
para o seu desenvolvimento (M.S.1 com Hormonas de crescimento); Formagé&o de Callus de Pulicaria
microcephala em pormenor (f); Detalhe das flores de Pulicaria microcephala (g).

Neste trabalho ndo foram medidos os comprimentos das raizes nem avaliada de forma
guantitativa a taxa de desenvolvimento radicular, no entanto é possivel observar a formacéo
de raizes no meio com IBA o que vai ao encontro do estudado por Ghareb (2018) para P.
incisa, para a qual este investigador afirma que uma concentracdo de 0,2mg/L de IBA

beneficia o processo de enraizamento.

Ap6s a implementagcédo dos explantes em cultura in vitro, estes foram micropropagados de
rotina, com uma taxa multiplicacéo préxima de 3. Este fator, associado ao sucesso da fase de
aclimatizacdo, permitiu fechar o ciclo de multiplicacdo e antever a possibilidade destes
processos permitirem gerar um nimero de plantas suficientes para efeitos de repovoamento
nas ilhas. Assim, uma boa pratica para o futuro, a fim de aumentar a distribuicdo desta espécie

na ilha, podera passar pela micropropagacao.

Em adicdo as plantas que foram micropropagadas ao longo deste trabalho (MV), também

vérias plantas obtidas por desinfe¢do e germinacao de sementes de P. microcephala, plantas
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ditas PGS, foram aclimatizadas a fim de se entender a viabilidade destas. As plantas PGS
apresentaram uma morfologia diferente das plantas MV (Figura 2.2 (d) e (e)), que nao se

traduzem em diferencas no sucesso de aclimatizacéo, nao se fazendo por isso a sua distincéo.

A situacdo onde se verificou maior sucesso da aclimatizacao foi a de 5790LUX, com uma taxa
de sucesso de aproximadamente 91%. Comparando com a situacdo com luminosidade
estudada de 5640LUX, em que o sucesso é de cerca de 51%, observa-se que a intensidade

luminosa é um fator importante para o sucesso da aclimatizagéo desta espécie (Figura 4.3).

taxa de viabilidade  mtaxa de inviabilidade

100,0 -
80,0 A I
60,0 -
40,0 ~
20,0 A
0,0 -

1088 3650 5640 5790 Luz
Natural

Taxa (%)

Luminusidade (LUX)

Figura 4.3 Valores percentuais das Taxas de Viabilidade (cor verde) e Taxas de Inviabilidade
(cor cinza) para os vérios valores de Luminosidade (LUX) aplicados durante a aclimatizacédo
de Pulicaria microcephala.

Na situacdo de Luz ndo controlada (luz natural) as plantas foram sujeitas a mudancas de
temperatura e intensidade luminosa, inclusivamente a exposicao direta do sol. Esta nao foi a
situacdo que obteve maior taxa de sucesso, cerca de 64% (Figura 4.3) mas sim a que produziu
plantas de maior tamanho, como é possivel observar nas fotografias da Figura 4.2, bem como
0 maior numero de flores. O aparecimento de sistemas de reproducdo é importante para 0s
processos de repovoamento, ja que, ao colocar plantas com um maior nimero de flores, no
habitat natural de Pulicaria microcephala, maior sera a probabilidade de regeneracéo natural

da espécie.

Neste trabalho a taxa de sucesso de aclimatizagéo, foi superior a alcancada por Ghareb para
P. incisa (2018), de cerca de 70%. Mesmo que se considere 0s 64% da situacéo de luz e

ambiente natural a taxa de sucesso obtida para P. microcephala a taxa de sucesso néo €
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muito inferior & obtida por esse investigador. Este € um sinal encorajador para a possibilidade

de repovoamento da ilha da Berlenga com esta espécie.

Figura 4.4 exemplos de alturas finais dos exemplares de Pulicaria microcephala aclimatizados a 5640
(a) e 5790 LUX (b), e aclimatizados ao ar livre (Luz natural) (c) Imagens ilustrativas.

Durante a fase de desenvolvimento das plantas em condigdes in vitro, as plantas podem
adquirir aspetos morfolégicos diferentes do observado no meio natural, ja que as condi¢gfes a
que estdo sujeitos ndo sao idénticas as do habitat natural. A elevada taxa de humidade, a
baixa luminosidade (principalmente devido a iluminacdo artificial) e outras condigbes que
muitas das vezes possam ocorrer no meio natural (vento, pluviosidade, interagdo com outros
seres vivos, entre outros) sdo algumas das condigdes que ndo sdo iguais em culturas in e ex
vitro (Neves, 2000). O crescimento em autotrofia e a reduzida taxa de fotossintese (Figura 4.2
(f)) assim como o aparecimento de estruturas em roseta (Figura 4.2 (e2)) ou vitrificacdo
(Figura 4.2(el)) em comparagdo com o aspeto morfolégico semelhante ao observado para
Pulicaria microcephala na ilha da Berlenga (Figura 4.2 (a, b, €)), sdo algumas das
consequéncias possiveis aquando da micropropagacao, principalmente se pouco se souber

sobre a micropropagacdo da espécie, como € o caso.

Em conclusdo é possivel realizar a micropropagacédo de P. microcephala sem que seja
necessario recorrer a hormonas de crescimento, sendo estas benéficas para certos objetivos,
ou alteracdes significativas ao meio de cultura habitualmente utilizado em cultura de tecidos
vegetais, bem como aclimatizar com sucesso as plantas as condi¢des ex vitro, conseguindo

assim delinear um protocolo de micropropagacao.

46



5 Armeria berlengensis
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5.1 Introducéo

Devido a importancia que a Armeria berlengensis tem no habitat da ilha das Berlengas e a
necessidade de que conseguir realizar o seu repovoamento, ja que o nimero de exemplares
tem vindo a diminuir drasticamente (Tauleigne-Gomes et al., 2004, ICNF, 2019), foi feita uma
pesquisa para avaliar se para 0 genus Armeria ja existiam estudos de micropropagacao, no
entanto sdo poucos os estudos publicados (Gourguillon et al., 2018).

O género Armeria ja foi estudado a nivel genético (Tauleigne-Gomes e Lefébvre, 2005;
Tauleigne-Gomes e Lefébvre, 2008), principalmente com o objetivo de se entender o processo
de hibridacdo entre espécies vegetais congéneres, ja que este € apontada como genus
exemplo. Também existem estudos de tolerancia a compostos toxicos, como o cobre por
exemplo (Brewin, 2003) e inducéo de callus para producdo de maiores quantidades de massa
celular com vista a producao secundaria de metabolitos in vitro em Armeria maritima
(Gourguillon et al., 2018).

A inducéo de calli € uma forma de propagacéo de tecidos vegetais que tem vindo a ganhar
notoriedade, visto que com menor espaco e recursos € possivel produzir um maior volume de
células. Apbés a propagacdo celular, se o objetivo for a produgcdo de plantulas para
posteriormente estudar algum comportamento ou aplicacdo, ou simplesmente criar clones
para prosseguir para a fase 4 da cultura de tecidos, é necessario estudar também a
diferenciagdo celular e entender como a partir de células vegetais totipotentes se podera
desenvolver um individuo completo. A inducdo de desdiferenciacéo celular (desenvolvimento
de calli) pode ser realizado em meio liquido ou sdlido e a partir de diferentes partes da planta
(raiz, pedunculo, folha) ou até mesmo da raiz ((Aly et al., 2002; Yan et al., 2009; Pacheco et
al., 2012; Ahlawat et al., 2017; Farhadi et al., 2017; Gourguillon et al., 2018).

O objetivo deste trabalho foi, pois, avaliar o sucesso de diversos processos de desinfecado de
Armeria berlengensis e aferir 0 sucesso da sua adaptacado as condicdes in vitro utilizadas,
tendo em vista o estabelecimento de protocolos de desinfecdo de explantes recolhidos na ilha
das Berlengas, bem como a sua posterior adaptacdo a condicfes ex vitro. Também se
pretende entender a capacidade de desdiferenciacdo celular desta espécie para futuros

cultivos por propagacéao de calli.



5.2 Materiais e Metodologias

5.2.1 Recolha de Material

A recolha de material biolégico utilizado na desinfe¢cdo, com o objetivo de instalar as plantas
em cultura in vitro, foi realizada a 23 de janeiro e a 27 de maio de 2017, nas condicbes

descritas no capitulo 2.
5.2.2 Desinfecao de Armeria berlengensis

Para iniciar a desinfe¢@o foi necessario separar cada rebento das suas folhas exteriores,
deixando apenas uma a duas folhas, removendo-se e descartando-se as folhas externas. De
seguida procedeu-se como descrito no capitulo 2. Foram realizados 3 processos de
desinfecdo com as especificacbes na Tabela 5-1, a nivel de composi¢do dos desinfetantes e
suas concentracdes e o tempo de exposi¢cdo das folhas (explantes foliares) e dos rebentos

(explantes caulinares) aos mesmos.

Tabela 5-1 Agentes de desinfe¢do utilizados nos processos de desinfegcdo de Armeria berlengensis,
com indicacdo dos tempos de imersdo e concentracdes.

Processo 1 Processo 2 Processo 3
Imin Etanol 96% Imin Etanol 96% 1min Etanol 96%
20min Lixivia 20% 20min Lixivia 20% 20min Lixivia 20%
1min Ridomil Gold 1min .Peré>'<ic.lo de
2,5g/L hidrogénio 10%

4x4min Agua destilada estéril

Apos terem sido desinfetados, os explantes caulinares foram colocados em tubos de ensaio
de 20 ml com cerca de 5 mL de meio MS.1, um em cada frasco. Os explantes foliares foram
colocados em tubos de ensaio com 5 ml de meio MS.1, um em cada tubo, para averiguar se
ocorria enraizamento, bem como, em placas de Petri de 90 mm, com meio de cultura MS.3
para induzir a desdiferenciacdo celular para o desenvolvimento de callus, sendo que cada

placa continha entre 5 e 6 explantes.
5.2.3 Aclimatizacéo

A aclimatizacéo foi realizada como descrito no capitulo 2. Para esta espécie fez-se a distin¢cao
entre plantas pequenas, com poucas folhas, sem ramificag6es e no maximo 2 cm de altura e

exemplares grandes, com mais folhas, ramificacGes e altura.
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5.2.4 Inducéo de calli

Para a inducdo de calli utilizou-se meio MS.3 e utilizaram-se folhas dos clones de Armeria
berlengensis, ja existentes em cultura e registou-se o desenvolvimento de callus ao final de
um més de cultivo. Foram instaladas folhas inteiras, e folhas cortadas para se averiguar os

locais onde os callus se desenvolveriam.

5.3 Resultados e Discussao

A vilosidade é a caracteristica morfolodgica mais importante quando se fala da espécie Armeria
berlengensis, ja que, separa as Armeria berlengensis subsp. glabra da Armeria berlengensis
subsp. villosa, esta ultima apresenta vilosidades nas folhas, conferindo-lhe um toque
aveludado e um tom de verde mais escuro. No entanto devido a escassez de material vegetal,
a preocupacdao para afetar o menos possivel as plantas estabelecidas na ilha e as taxas de
sucesso no processo de desinfecdo e implementacdo de explantes em cultura in vitro, ndo se
realizard diferencgas entre estas duas subespécies. Embora a recolha deva ser feita de forma
aleatoria, € necessario escolher plantas limpas e sés pois a sua desinfecdo sera, a partida,
mais facil e a taxa de sucesso bastante maior. O estado fitossanitario inicial da planta € um

fator muito importante para o sucesso do processo, conforme anteriormente referido.

Antes de serem desinfetados os explantes foram submetidos a uma limpeza prévia, que
consistiu na remocéo e descarte das folhas exteriores. O explante isolado continha, assim, 2
a 3 folhas pequenas em botéo, para que a desinfecdo fosse mais eficaz, devido ao maior

contacto com o liquido de desinfecdo e as folhas interiores.

Nesta espécie as folhas com bainha possuem a capacidade de gerar raiz e de desenvolver
uma nova planta, capacidade que foi observada em laboratério. Foi avaliada esta
possibilidade ja que, é mais facil desinfetar as folhas do que os explantes e se a taxa de
sucesso excedesse a dos explantes e as plantulas se desenvolvessem corretamente, seria
um método mais facil e que necessitaria de uma menor quantidade de material vegetal.
Significando isto que ao invés de se ter de se cortar 3 ramos por planta-mae, seria possivel
apenas retirar um ramo com gomo apical e depois desinfetar as folhas desse ramo, causando
assim um menor impacto negativo a planta. Como referido, varias plantas na ilha estédo a
morrer, umas por causas de as gaivotas fazerem os ninhos sobre elas, outras por causas que
ainda carecem de investigar (observacdo em campo). Por estes motivos quanto menor for o
impacto causado pelos estudos de conservacdo, e quanto menor quantidade de material

vegetal se necessitar, melhor para o ecossistema da ilha da Berlenga. Apesar do
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enraizamento ter ocorrido sem a utilizacdo de hormonas de crescimento seria interessante

num trabalho futuro estudar o impacto que estas pudessem exercer sobre estre processo.

Na tentativa de estabelecimento de A. berlengensis em cultura in vitro, o processo 2 foi 0 mais
eficaz, obtendo-se com este processo uma taxa de sucesso de cerca de 15,8% (Figura 5.1),
mesmo assim um valor bastante baixo. Com o processo 1 apenas se obteve uma taxa de
sucesso de aproximadamente 7,7% e com o0 processo 3, a taxa de sucesso foi nula. Estes
valores demonstram que os explantes apresentam uma morfologia que dificulta a sua
desinfecdo (Figura 2.1 e)). Apesar do processo 2 ser indicado como o melhor, ndo foram
demonstradas evidéncias estatisticas de que a taxa de viabilidade de estabelecimento de
explantes de A. berlengensis fosse somente dependente do processo de desinfecao utilizado.

Taxa de Viabilidade  ®mTaxa de Inviabilidade

100,0 +
90,0 -
80,0 -
70,0 -
60,0 -
50,0 -
40,0 -
30,0 -
20,0 -
10,0 -

0,0 . . .
1 2 3
Nimero de Cédigo do Processo de
desinfecéo aplicado

Taxa (%)

Figura 5.1 Valores percentuais das Taxas de Viabilidade (cor verde) e Taxas de Inviabilidade (cor cinza)
para os varios processos de desinfecdo aplicados a diversos explantes caulinares de Armeria
berlengensis. Carateristicas dos processos nos materiais e metodologias.

Seria importante repetir estes processos, para se entender se existe realmente alguma
relacdo, ou se, a taxa de viabilidade € influenciada pela quantidade de folhas removidas e/ou

pelo estado fitossanitario dos exemplares recolhidos.

Além da sua morfologia, a necessidade de ndo comprometer a viabilidade da planta-mée pela
remocdo excessiva de folhas e o facto desta espécie apresentar ainda uma substancia
viscosa que nao é facilmente removida pela solucéo de etanol nem pela solucao de hipoclorito
de sddio, poderédo estar na origem das baixas taxas de sucesso. Este composto em redor do
caule é evidente aquando da remocao das folhas exteriores dos rebentos para a obtencéo
dos explantes. Este pode néo ter sido removido pelos agentes de desinfecdo que foram
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utilizados e acima disso pode, pela sua consisténcia pegajosa, permitir a aderéncia de

agentes infeciosos, que irdo proliferar no meio de cultura MS.

O peroxido de hidrogénio utilizado no processo 2 parece ter sido vantajoso para 0 processo e
facilitar a desinfecdo dos explantes. A adicdo do passo com o fungicida Ridomil Gold
(Processo 1) aparenta, para esta espécie ndo ser vantajoso (taxa de viabilidade de 21,74%),
em relacdo a adi¢cdo do passo com o peréxido de hidrogénio (processo 2) (taxa de viabilidade
de 33,33%) ou mesmo em compara¢ao com 0 processo com apenas dois passos, o Etanol e
o hipoclorito de sédio (processo 3) (taxa de viabilidade de 33,33%), no caso da desinfecéo
das folhas. Como este composto é nocivo para 0 ambiente e ja que o processo 1 obteve uma
menor taxa de sucesso este ndo é apontado como sendo uma boa opg¢ao para prosseguir, ja

gue se procura um processo mais econémico e ecolégico.

A semelhanca do observado para os explantes caulinares quando se realizaram as analises
estatisticas, ndo foram encontradas dependéncias significativas da taxa de viabilidade de
desinfecdo e implementacdo em cultura in vitro, para com o processo de desinfe¢éo utilizado,

ou seja, estatisticamente é indiferente qual o processo que é utilizado.

Taxa de Viabilidade  ®mTaxa de Inviabilidade

100,0 -
90,0 A
80,0 A
70,0 A
60,0 -
50,0 A
40,0 A
30,0 A
20,0 A
10,0 f

0,0 . . .
1 2 3
Numero de Codigo do Processo de
desinfecao aplicado

Taxa (%)

Figura 5.2 Taxas de Viabilidade (cor verde) e Taxas de Inviabilidade (cor cinza) para 0s varios processos
de desinfecéo aplicados a folhas inteiras de Armeria berlengensis. Carateristicas dos processos nos
materiais e metodologias.

As taxas de sucesso de estabelecimento in vitro de A. berlengensis é maior no caso das folhas
do que no caso dos caules, quando comparados os 3 processos. Tendo em conta que para
0s processos 2 e 3 as taxas de viabilidade chegam aos 33% aproximadamente (Figura 5.2),

ja que, a taxa de viabilidade das folhas de A. berlengensis apenas engloba plantas que nao

53



contaminaram e que criaram raiz, estes sdo 0s procedimentos que sao indicados como sendo
os melhores. Como os dois processos, 0 2 e 0 3, demonstraram a mesma taxa de viabilidade,
mas 0 processo 2 utiliza mais um produto desinfetante, o peréxido de hidrogénio, aponta-se
0 processo 3 como o mais indicado, para que seja possivel ndo utilizar reagentes sem que
estes realmente beneficiem o processo de desinfecdo e implementacdo de material vegetal

em condicfes de assepsia.

Foi feita ainda uma tentativa de entender a taxa de sucesso de folhas provenientes de plantas
ja implementadas em cultura darem origem a novas plantas, a taxa de sucesso de
micropropagacgao por este mecanismo de regeneragdo desta espécie. Este evento parece ter
influéncia de diferentes fatores, nomeadamente em como a folha foi removida, e como é
colocada no meio de cultura. Por vezes as folhas eram colocadas com a bainha a tocar no
meio, mas ao secarem um pouco esta deixava de tocar no meio de cultura e j4 ndo se
desenvolvia. Foi testado também a possibilidade de colocar a folha ligeiramente sob o meio
de cultura, mas ndo houve indicacbes de que isso beneficiasse o processo, antes pelo

contrario. Este € um processo que se gostaria de ver aprofundado no futuro.

Apo6s a implementagdo em cultura in vitro alguns explantes caulinares cresceram até
alcancarem cerca de 6 cm de altura. Desses explantes, ao longo do tempo, foi possivel
remover rebentos para se continuar a propagagdo em assepsia, com um maximo registado
de 1 explante apresentar 3 rebentos que foram colocados em novos frascos, no espaco de 1
més. No entanto esta formacao de rebentos ndo seguiu nenhuma logica temporal que fosse
detetada, ja que alguns dos explantes ndo continham rebentos, durante as mudancgas de
meios, varios meses seguidos e outros a cada més era possivel remover pelo menos um
rebento. Este comportamento poderd ser explicado pela dominéncia apical e o facto de nao
se ter, muitas das vezes, cortado o gomo apical dos rebentos de A. berlengensis para realizar
passagens e multiplicacdo, j& que os explantes apresentavam um crescimento lento e por
isso, muitas das vezes, em varias passagens sucessivas, apenas se mudava de meio para
restabelecer os niveis de nutrientes. A dominancia apical € a promoc¢ao de um estado latente
nos gomos axilares ou laterais, por parte do gomo apical, este controlo é feito por auxinas que
séo transportadas no sentido descendente no caule. Aquando da remog&o do gomo apical ou
se ocorrer algum dano no mesmo, 0s gomos axilares iniciam o seu crescimento. (Phillips,
1975; Cline, 1994; Barbier et al., 2017). Além das hormonas de crescimento pensa-se que a
necessidade de acucar para o desenvolvimento do gomo apical € um dos fatores que mais
regula a dorméncia dos gomos axilares (Barbier et al., 2017). Para combater a fraca

ramificacdo de Armeria berlengensis e a baixa taxa de multiplicacdo, seria interessante
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averiguar esta dominancia, quer pelo enriqguecimento do meio de cultura com citocininas, quer
pelo corte do gomo apical para se tentar fomentar a ramificacdo e assim a taxa de

multiplicacdo ser superior.

Em simultdneo a se ter desinfetado folhas de A. berlengensis em tubo de ensaio, e cujos
resultados foram acima descritos, também foram colocadas algumas folhas, provenientes dos
mesmos processos de desinfecdo em placa de Petri. Algumas destas folhas foram cortadas
em fragmentos que posteriormente foram divididos em dois grupos, 0s que continham bainha
(folhas inteiras ou fragmentos inferiores) e os fragmentos foliares sem bainha (fragmentos
com pelo menos um corte e o apice da folha, ou no caso de folhas mais compridas o centro
da folha com dois cortes).

Processol ®mProcesso?2 mProcesso 3

Taxa (%)
al
o
o

40,0 - 29,63
20,0 ~ 11,02
10,0 ~ 1,64
0.0 .
Taxa de Viabilidade de Inducéo de Calli Taxa de Viabilidade de Inducdo de Calli
em Folhas com Bainha em Folhas sem Bainha

2,78 411

Figura 5.3 Taxas de viabilidade de inducdo de calli em folhas com e sem bainha de Armeria
berlengensis submetidas a desinfecéo pelos processos designados por 1, 2 e 3; Caracteristicas dos
processos nos materiais e metodologias.

Das folhas desinfetadas pelos processos 1, 2 e 3 foi depois analisada a capacidade de
desdiferenciagdo em calli (Figura 5.3) que, se conseguida, poderia permitir a organogénese e

regeneracao de plantas completas.

Na Figura 5.3 é possivel observar as taxas de sucesso de indugdo de calli nos fragmentos
sujeitos a desinfecdo pelos 3 processos estudados. Estes dados contemplam todas as
inducdes, incluindo as que ocorreram em fragmentos que morreram, contaminaram ou que
foram descartados por estarem em contacto com os ultimos. Conseguiu-se observar (Figura
5.3) que o processo que permitiu uma maior inducédo de calli foi 0 processo anteriormente
apontado como o menos indicado para trabalhos futuros, o processo 1 com a utilizacéo do
fungicida Ridomil Gold. Em folhas com bainha este processo demonstrou uma taxa de
viabilidade de inducéo de calli de cerca de 30% e de cerca de 3% em folhas sem bainha. O

processo 2, em que se utiliza peroxido de hidrogénio, apresentou uma taxa de inducéo de calli
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de aproximadamente 11% em fragmentos com bainha e 4% em fragmentos sem bainha. O
processo 3, apenas etanol e hipoclorito de sédio demonstrou uma taxa de inducédo de calli de

1,64% em fragmentos com bainha e 0% em fragmentos sem bainha.

Este grafico apresenta a taxa de sucesso geral de inducéo de calli, sendo que contempla as
folhas que foram descartadas e que estavam mortas ou infetadas e que mesmo assim

desenvolveram calli.

Estes dados parecem indicar que o peréxido de hidrogénio utilizado no processo 2 podera
estar a prejudicar a viabilidade das células no local dos cortes. O mesmo podera ser afirmado
para o Ridomil Gold, onde a descida da taxa de viabilidade de inducdo de calli &€ ainda mais
acentuada. Segundo os dados da Figura 5.3 as células da zona da bainha aparentam ser
mais resistentes aos dois desinfetantes. Para este tipo de ensaios e se a diferenciagcédo
programada resultar para se obter novas plantas a partir destas massas celulares, os

fragmentos que aparentam ser mais interessantes sdo, efetivamente, os que contém bainha.

A formacao de calli esta normalmente associada a feridas ou agressdo no material vegetal e
nesses locais é que se desenvolvem os calli. Este facto vai ao encontro dos registos que a
zona da bainha, que foi danificada para se conseguir separar a mesma do caule, pode ser
uma zona que promove a inducdo de calli. Uma das vantagens da utilizacdo de calli no
desenvolvimento de novas plantas é que pelo processo de desdiferenciagdo e sucessiva
diferenciagéo celular podem ocorrer variagdes genéticas e assim os rebentos gerados néo
serdo clones da planta-mae, assim como o facto de se poder multiplicar estas massas
celulares com um rendimento superior ao obtido por micropropagacgéo (Santos et al., 2005;
Beltréo et al., 2008; Ferreira et al., 2013). Isto podera ser Gtil no processo de obtengéo de
exemplares para repovoamento de A. berlengensis na ilha da Berlenga, ja que a taxa de
sucesso de implementacdo em cultura in vitro é bastante baixa, o que significa que se dara

origem a clones de poucas plantas-mée, pelo processo de micropropagacao.

Para confirmar qual a taxa de inducdo de calli e averiguar das condi¢cdes estudas as que
poderiam influenciar esta inducdo foi redesenhado o ensaio, mas, desta vez com folhas
provenientes de plantas que ja se encontravam em cultura in vitro. Os parametros estudados
foram individualmente analisados e cada um tinha apenas duas categorias nominais, em que
depois foi registado se o fragmento continha (presenca) ou ndo (auséncia) calli. As categorias
sdo a orientacdo da folha (direita ou invertida), o estado da folha (saudavel ou necrosa),
existéncia de bainha (presenca ou auséncia) e a existéncia de cortes na folha (presenca ou

auséncia) (Figura 5.4).
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Neste ensaio foi realizado um teste estatistico de Tabelas cruzadas com um total de amostras

de 58 fragmentos de folhas de Armeria berlengensis (N=58), no qual foi tido em linha de conta

o teste de Qui-quadrado de Pearson quando o pressuposto a) ndo é quebrado e menos de

20% das células esperavam uma contagem menor que 5 e o teste exato de Fisher quando

este pressuposto é violado, nomeadamente pelo tamanho da amostra ser pequena.

Pela andlise dos dados estatisticos a inducdo de desdiferenciagdo celular, indugédo do

aparecimento de calli em fragmentos de folhas de A. berlengensis, parece estar relacionada

(ser dependente) com a presenca de bainha (N=33, X?=15,209 e p-value=0,000) (Teste do

qui-quadrado de Pearson) e com o bom estado da folha (folhas saudaveis tém maior

probabilidade de desenvolver calli) (N=40 e p-value=0,000) (teste exato de Fisher). De todos
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Figura 5.4 Taxas de inducao de calli apresentadas pelas folhas e fragmentos foleares de Armeria berlengensis

submetidos a um ensaio de inducao de indiferenciacdo celular com a utilizacdo do meio de cultura MS.3;

Andlise da taxa de inducdo em relacao a orientacdo da folha (direita ou invertida), o estado da folha (saudavel
ou necrosa), existéncia de bainha (presenca ou auséncia) e a existéncia de cortes na folha (presenca ou

auséncia)
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os fragmentos analisados (Figura 5.4) a probabilidade de encontrar um gque tenha bainha e
no qual a inducéo de calli tenha sido bem-sucedida é de 56,9% e a probabilidade de encontrar
um fragmento que seja saudavel e no qual a desdiferenciacdo celular tenha ocorrido é de
69,0%. Estas probabilidades sdo explicadas pelas categorias analisadas, presenca de bainha
e estado da folha. Por outro lado, a categoria inducdo de calli é independente das categorias
orientacdo do fragmento folear e presenca ou auséncia de cortes no fragmento, ou seja, estas
duas categorias ndo explicam a inducéo de calli e por isso a presenca ou auséncia de calli é
independente destas categorias. Assim sendo indica-se como preferencial para este tipo de
ensaios e método de micropropagacao, material vegetal caracterizado por folhas pequenas,
em bom estado de conservacéo e com bainha.

Apesar das concentracdes de hormonas utilizadas néo terem sido as mesmas, Gourguillon e
0s seus colaboradores (2018) também obtiveram, com sucesso, indugéo de calli, neste caso
em Armeria maritima. Apresentaram médias de inducdo destas estruturas indiferenciadas de
aproximadamente 50% em folhas que provinham de cultura in vitro e de aproximadamente
43% para folhas que vinham de plantas de campo. Estes valores sdo superiores aos
encontrados para Armeria berlengensis. Seria interessante repetir estes ensaios com as
mesmas combinacdes de hormonas e concentragfes para se poder afirmar (ou ndo) se a

espécie endémica da Berlenga € mais ou menos propensa a sofrer desdiferenciacao.

Por fim foi testada a taxa de sucesso da aclimatizagcdo desta espécie, A. berlengensis, com
das plantas que foram micropropagadas a partir dos explantes caulinares. Para este efeito as
plantas foram divididas em duas categorias consoante o tamanho que apresentavam,
pequenas e grandes. As pequenas apenas tinham um caule sem ramificagées e no maximo
3 cm de altura aproximadamente, enquanto as plantas categorizadas como grandes tinham
um caule com pelo menos uma ramificagdo e uma altura superior a 3 cm, com um maximo de
6 cm aproximadamente (Figura 5.5). Os resultados deste ensaio poderdo nédo ser
representativos, ja que, se obtiveram poucos rebentos de A. berlengensis e por isso apenas

se pode fazer a aclimatizacdo com um numero reduzido de plantas.
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Figura 5.5 Exemplo das plantas da espécie Armeria
benlengensis designadas por grandes (a) e por pequenas (b).

No caso das plantas categorizadas como pequenas, a taxa de sucesso do processo de
aclimatizacao foi de 80%, como é visivel na Figura 5.6. Ao contrario do que aconteceu com
0s pequenos exemplares, os exemplares denominados de grandes, com mais folhas e
ramificacdes, ndo tiveram um sucesso elevado, sendo que a taxa de sucesso de aclimatizagéo
destas plantas em solo foi de apenas 16,7% 0 que € bastante baixo. Esta baixa taxa de
viabilidade dever-se-& provavelmente a maior dificuldade na remocg&o total do meio de cultura.
A remocdo de meio de cultura torna-se mais dificil devido ao tamanho da planta e das
ramificacdes que estas apresentam, devido a sua morfologia, mas também porque esta
espécie, neste estado de maturacao é propensa a queda de folhas e por isso a lavagem do

meio de cultura tem de ser feita com cuidado.
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Figura 5.6 Valores percentuais das taxas de viabilidade do processo de aclimatiza¢do de
Armeria berlengensis a condigBes ex vitro.

De um ponto de vista de um melhor aproveitamento de todos os recursos que se recolham na

llha da Berlenga e se traga para o laboratério € apontado como melhor manter as plantas
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maiores para a reproducao vegetativa pela remoc¢ao dos rebentos e a aclimatizacdo desses

mesmos rebentos, com o objetivo da sua implementacéo na ilha (Figura 5.5).

Em suma é possivel implementar explantes de Armeria berlengensis em cultura in vitro
através da desinfecdo dos mesmos com o processo designado por 2, bem como proceder a
desdiferenciacao celular a partir de folhas, sendo que se devera ter em conta que folhas de
menores dimensdes ou fragmentos que apresentem bainha influenciam positivamente o
processo e que o estado fitossanitario do material vegetal é fundamental. A fase 4 do processo
de cultura in vitro é preferivel ser realizada com plantas de menores dimensfes para que a

taxa de sucesso seja superior.
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6 Herniaria berlengiana
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6.1 Introducéo

BN

A espécie Herniaria berlengiana, devido a sua raridade, dispersdo geografica restrita e

estatuto de espécie ameacada, representa um valioso recurso.

O género Herniaria foi alvo de estudos que visam determinar o seu potencial biotecnoldgico,
nomeadamente na area da medicina, tendo sido dado uma énfase especial aos seus 6leos
essenciais (Hammami, et al. 2015; Mani e Mahalingam, 2017; Al-Snafi, 2018). A nivel de
estudos que visem a multiplicacdo vegetativa e estabelecimento de individuos em laboratério,

ndo foi encontrada informacéo cientifica.

Numa técnica como a micropropagacao, o meio de cultura e os seus constituintes bem como
os processos de desinfecdo utilizados e até o dia de recolha do material (condi¢cdes
meteoroldgicas e tipo de clima) influenciam o sucesso do processo. O facto de a pouca
informacéo disponivel, ser relativa a estudos em espécies de outros pontos geogréficos e de

outros géneros apenas permite ter umas linhas de guia, ndo sendo garantia de sucesso.

Pelo facto de esta espécie ser muito dificil de manipular e de distribuicdo muito restrita, foram
feitos ensaios prévios com uma espécie semelhante, do ponto de vista filogenético e ecolégico
— Herniaria maritima. Os resultados obtidos poderdo ser extrapolados para a Herniaria

berlengiana, no entanto estes resultados ndo se encontram ainda publicados.

O objetivo deste trabalho foi, pois, avaliar o sucesso de diversos processos de desinfe¢do de
Herniaria berlengiana e aferir o sucesso da sua adaptagdo as condi¢des in vitro utilizadas,
tendo em vista o estabelecimento de protocolos de desinfe¢do de explantes recolhidos na ilha
das Berlengas.

6.2 Materiais e Metodologias

6.2.1 Recolha de Material

A recolha de material vegetal, constituido por partes aéreas de Herniaria berlengiana, foi

efetuada no dia 27 de maio. A recolha foi realizada como se encontra descrito no capitulo 2.
6.2.2 Desinfecao de Herniaria berlengiana

Os rebentos foram preparados como descrito no capitulo 2 e de seguida realizaram-se 4

processos com as especificacdes descritas na Tabela 5.1, com variagdo dos agentes
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desinfetantes e suas concentracfes e tempos de exposicdo. Apés a desinfecdo, os explantes

foram colocados em placas de Petri de 90 mm, com meio de cultura MS.2.

Tabela 6-1 Desinfetantes utilizados em cada um dos processos com as suas respetivas concentracoes,
por ordem de utilizacéo e tempos de exposicdo do material vegetal.

Processo 1 Processo 2 Processo 3 Processo 4
. . Etanol . . Etanol
0, 0,
1min Etanol 96% 1min 96% 5min Etanol 70% 5min 70%
Hipoclorito Hipoclorito Hipoclorito Hipoclorito
20min de Sddio 20min de Sédio 20min de Sédio 20min de Sédio
20% 20% 20% 20%
Pomarsol Pomarsol
Imin ultra D - 1min ultra D -
0,2g/L 0,2g/L

4x4min Agua destilada estéril

6.3 Resultados e Discussao

A espécie Herniaria berlengiana é bastante rara o que torna a sua adaptacao a condicdes in-

-vitro muito importante quanto a conservacao da espécie.

Para testar diferentes condi¢ces de instalacdo em assepsia de Herniaria berlengiana foram
utilizados quatro métodos (descritos na Tabela 6.1). Sabe-se que o dia da recolha, o tipo de
material recolhido (estado fitossanitario e biolégico da planta-mae, bem como influéncias
abidticas e bidticas externas a planta) e o local de recolha influenciam a taxa de sucesso do
processo de desinfe¢do, bem como pelo tipo de agente desinfetante, a sua concentracdo, o
tempo de exposicdo e a possivel combinacdo de diferentes desinfetantes a que o material

biologico, neste caso os explantes, estdo sujeitos.

Com a andlise dos dados obtidos na desinfecao de Herniaria berlengiana, Figura 6.1, observa-
se que o processo que obteve uma maior taxa de viabilidade (Taxa de sucesso de
estabelecimento de H. berlengiana emcondicbes de assepsia) foi o processo 3 (taxa de
viabilidade de 18,18%), seguido pelo processo 2 (taxa de viabilidade de 17,14%) e com uma
taxa inferior, o processo 4 (taxa de viabilidade de 8,57%). O processo 1 ndo foi bem-sucedido
(taxa de viabilidade de 0,00%). No entanto ap0s a realizacdo da analise estatistica de Tabelas
cruzadas, nao foi encontrada dependéncia direta entre o sucesso do método e o processo de

desinfecao utilizado.
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Para os processos 1 e 2 a presenca do fungicida apenas prejudica 0 sucesso do processo,
mas quando a concentracdo de etanol € menor (processos 3 e 4) o fungicida permite uma
maior viabilidade no estabelecimento dos explantes de H. berlengiana em cultura in vitro.
Quando se compara o0s processos 1 e 3 observa-se que o aumento do tempo de exposi¢ao e
a reducao da concentracdo de etanol de 96% para 70%, aumenta a taxa de sucesso do
processo de desinfecdo. Tal parece demonstrar que o etanol mais diluido danifica menos os
explantes e, portanto, aumenta a viabilidade do processo, uma vez que o nimero de explantes
desinfetados pelo processo 3 é maior do que com o processo 1 e 0 niUmero de explantes
mortos no processo 3 € menor do que no processo 1 0 que se traduz numa maior taxa de
viabilidade do processo. Esta justificacdo apenas é verdade para os processos 1 e 3 onde o0s
explantes foram também sujeitos ao fungicida. Como o fungicida Pomarsol Ultra D (Bayer,
2009) é de contacto e de prevencdo, ndo seria previsto que este fosse absorvido pelos
explantes. No entanto, e apesar de ndo ser um fungicida sistémico, parece ter sido absorvido
pelos tecidos durante a realizagdo do processo de desinfecdo 1, o que leva a crer que a
utilizacdo de uma solucdo de etanol a 96% podera ter facilitado a posterior absor¢cdo do
fungicida, inviabilizando o processo de desinfecdo. Os adjuvantes presentes no fungicida,

nomeadamente agentes molhantes poderdo também ajudar no contacto com os tecidos.

Taxa de Viabilidade m Taxa de Inviabilidade

100,0 ~
90,0 -
80,0 -
70,0 -
60,0 -
50,0 -
40,0 -
30,0 -
20,0 -

Taxa (%)

10,0 -
0,0 T T
1 2 3 4

Processo de desinfecao

Figura 6.1 Taxas de Viabilidade (cor verde) e Taxas de Inviabilidade (cor cinza) para os varios
processos de desinfecdo aplicados a diversos exemplares de Herniaria berlengiana. Carateristicas
dos processos nos matérias e metodologias, Tabela 5.1.

Para os processos sem fungicida (2 e 4), observa-se na Figura 6.1 que o processo 2 (maior

concentracdo de etanol utilizada, 96%) é o processo que apresenta uma maior taxa de
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viabilidade e de entre os dois processos, e que 0 processo 4 foi o que apresentou a maior

taxa de mortalidade.

Por ter uma taxa de viabilidade muito semelhante a do processo 3 e, ao contrario deste ultimo,
nao recorrer ao uso de fungicidas (que carecem de autorizacdes legais e formacdes para a
sua aquisicao e utilizacado) o processo 2 € o melhor para futuros trabalhos com esta espécie,
permitindo a partida uma taxa de sucesso de aproximadamente 17% na implementacéo de
explantes de Herniaria berlengiana a condi¢cdes de cultura in vitro, com o objetivo final de

multiplicacdo vegetativa, com vista o repovoamento na ilha da Berlenga.

Conseguiu-se responder ao objetivo de estabelecer um protocolo de desinfecdo e
implementag¢do em cultura in vitro de explantes caulinares de Herniaria berlengiana, tendo em

vista a micropropagacao e o repovoamento desta espécie.
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7 Impacto do pH, salinidade e fonte de nutrientes em

Pulicaria microcephala



68



7.1 Introducéo

A conservacdo de espécies endémicas, particularmente as que se encontram em vias de
extingdo, com recurso a estratégias de repovoamento ndo € um conceito novo. Muitos dos
trabalhos realizados neste ambito recorrem a técnicas de micropropagacao, que permitem a
obtencdo de exemplares livres de agentes patogénicos e em grandes quantidades (Tavares,
et, al., 2010, Gantait, et. al., 2012, Jacygrad, et, al., 2012, Laghmouchi, et, al., 2017).

As plantas micropropagadas podem apresentar fenétipos diferentes daqueles que sao
observados no meio natural, nomeadamente a adocéo de padrdes de crescimento diferentes
e/ou modificacdo na morfologia de uma ou mais estruturas (El-Zefzafy, et, al., 2015; Harmon
e Daigh, 2017). Estas diferencas sdo adaptagbes ao meio cultura e condicbes ambientais
existentes na cultura in vitro (El-Zefzafy, et, al., 2015), podendo estas ndo ser as ideais
(Friedman et al.,, 1989, Dagar, 2005). Estas espécies sdo normalmente designadas de
facultativas, sendo por exemplo designadas de haléfitos facultativos, no caso de se estar a
falar de tolerancia ao sal, (Friedman et al., 1989, Dagar, 2005, Bose, et, al., 2014). E por isso
necessario compreender que parametros abibticos influenciam, e em que medida, o
desenvolvimento de uma dada espécie em cultura (Harmon e Daigh, 2017). A capacidade
adaptativa € muito importante e quanto maior a plasticidade da espécie para os diferentes
fatores, maior a sua adaptabilidade e maior a probabilidade de sobrevivéncia em condi¢cbes

gue se tornem desfavoraveis (Staniené et, al., 2007).

A luminosidade, a temperatura, a fonte de carbono, os sais disponiveis, o valor de pH do meio
de cultura e a salinidade - ou teor de Cloreto de Sédio (NaCl) - no meio de cultura sdo dos
parametros abidticos mais estudados e controlados em culturas de células e tecidos vegetais
(Gantait, et. al., 2012; El-Zefzafy, et, al., 2015; Laghmouchi, et, al.,, 2017). Por vezes e
principalmente na fase de aclimatizacdo pode ter-se em atencdo, ainda, o teor de humidade,
arejamento ou vento, dependendo das condic6es presentes no habitat natural da espécie em

estudo.

Sendo a llha da Berlenga o habitat em estudo neste trabalho é importante registar ndo sé os
parametros mais importantes para o estudo da cultura in vitro, mas também, ter em conta o
tipo de clima, de solo e que pardmetros de salinidade e pH estdo presentes nesta Reserva
Natural. O clima da llha é mediterranico, mas fortemente marcado pela influéncia do Oceano
Atlantico, sobretudo a presenca de ventos fortes frequentes que fustigam principalmente a
costa norte e noroeste da ilha, mais expostas aos elementos. Essa exposi¢do inclui a agua

do mar, que pela acdo da rebentacéo das ondas e da sua interacdo com o vento, se dispersa
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por grande parte da ilha (Amado, et, al., 2007; Daliakopoulos, et, al., 2016). Por este motivo,
o teor de cloreto de sodio é um dos parametros estudados neste trabalho, juntamente com o
teor em matéria organica e valores de pH, bem como o tipo de textura do solo de diversas
zonas da ilha. Estes s@o parametros comummente estudados para realizar a caracterizacao
de solos, principalmente que se destinem a jardinagem e agricultura. Estes parametros podem
influenciar o tipo de plantas que melhor se adaptem a um solo em particular (Parton, et, al.,
1987; Daliakopoulos, et, al., 2016; Nouri, et, al., 2017).

A formacdo de um solo deriva da acdo conjunta de seis fatores, da rocha-méae que Ihe da
origem (por exemplo granito ou basalto), do clima a que esta sujeito, da topografia, e dos
organismos que sobre, sob e intra-habitam. Depende também da atividade humana e do seu
grau de maturacéo (Zheng, et, al., 2016; Gehring, 2017).

A textura do solo, também designada textura de campo, permite avaliar a parcela de terra fina
(granulometria inferior a 2 milimetros) presente numa amostra. A textura pode influenciar a
retencdo de agua no solo e o desenvolvimento das raizes. Um solo argiloso ira reter uma
guantidade superior de agua do que um solo arenoso, o que ira influenciar o teor de humidade

a que as espécies estardo expostas (Ribeiro et al., 2013; Cooper, 2015).

O teor de matéria organica pode ser avaliado pelo processo de queima, que embora associado
a erros, é um processo ainda amplamente realizado (Silva, et, al., 1999; Miyazawa, et, al.,
2000). Estes erros podem ocorrer no processo de pesagem, quer antes da incineracao, quer
apos a incineragao (Silva, et, al., 1999; Miyazawa, et, al., 2000; Ribeiro et al., 2013; Cooper,
2015;). Este parametro abidtico influencia a produtividade e o crescimento das espécies pois
condiciona a disponibilidade de nutrientes. Este facto leva a que, a semelhanca do que ocorre
na agricultura, se recorra a fertilizantes quando se realiza o passo de aclimatizacdo para que
se aumente a viabilidade das plantas e se garanta o sucesso do processo (Miyazawa, et, al.,
2000).

O estudo do pH é importante porque influencia a absorcéo de nutrientes, por parte das plantas,
sendo que em solos acidos estdo mais disponiveis metais, toxicos para muitas espécies
vegetais (Dité, et, al., 2011; Daliakopoulos, et. al., 2016; Hamzehpour, et, al., 2013), como por
exemplo o cobre, do que em solos alcalinos (Staniené et, al., 2007). No entanto existem
espécies do género Vaccinium que estdo adaptadas a solos acidos e cuja produtividade é

afetada se o pH do solo for, por exemplo, superior a 5,5 (Tsuda, et, al., 2014).
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A Salinidade é um paradmetro abibtico bastante estudado (Harmon e Daigh, 2017,
Laghmouchi, et, al., 2017) e que implica uma maior despesa, apresentando maiores desafios
para ser corrigida, principalmente em solos arenosos e franco-arenosos. E um dos fatores que
causa maior stress na vegetacao nao haléfita (Daliakopoulos, et, al., 2016, Nouri, et, al., 2017).
Este stress salino € aumentado quando em interacdo com falta de nutrientes, escassez de
agua e solos alcalinos (Daliakopoulos, et. al., 2016, Nouri, et al. 2017). Os sais, S840 compostos
formados por idbes de Sodio, Potassio, Calcio, Magnésio, Cloro e outros, 0s quais se
encontram presentes nos solos de forma natural (Brady and Weil, 2008, Gehring, 2017). Os
solos arenosos e franco-arenosos por serem de fraca aglomeragao permitem mais facilmente
0 processo de lixiviagdo o que leva ao escoamento dos sais (Brady and Weil, 2008, Gehring,
2017).

Este trabalho tem como objetivo caracterizar amostras de solo da Ilha da Berlenga, em 12
pontos de interesse, selecionados tendo em conta o processo futuro de repovoamento de trés
espécies endémicas e em vias de extin¢do, Pulicaria microcephala, Armeria berlengensis e
Herniaria berlengiana. Foram determinados 0s seguintes parametros: textura, teor de matéria
organica, salinidade e valor de pH. O conhecimento dos parametros permitird uma otimizagéo
dos valores de pH e salinidade dos meios de cultura utilizados na multiplicacdo das espécies

alvo, sendo estudado o impacto destes no desenvolvimento de P. microcephala.

7.2 Material e Metodologia
7.2.1 Andlise de amostras de solo da Berlenga
7.2.1.1 Recolha de material

As amostras de terra foram recolhidas numa semana sem chuva, com o auxilio de uma pa de
jardinagem e separadas em sacos devidamente identificados. Foram recolhidas amostras
com pesos compreendidos entre 0,5-2 Kg. Os locais de recolha estdo assinalados no mapa
que se encontra no capitulo Materiais e Metodologias (capitulo 2) e foram escolhidos pela sua
localizacéo e pelo tipo de vegetacéo presente (Tabela I) (Quelhas dos Santos, 1991; Ribeiro
et al., 2013).
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Tabela 7-1 Cédigo atribuido a cada uma das amostras de solo recolhido com a indicacdo do tipo de
vegetacdo predominante e também alguma indicacéo geografica e observacdes feitas no local.

Tipo de vegetagao identificagcéo gréfica do local Codigo
predominante

Armeria Cerro do Céo - zona de Armeria berlengensis subsp. Villosa A
berlengensis.

Vale das Armérias - zona de exclusdo com Armeria berlengensis B

Miradouro em cima do bairro - zona de Armeria berlengensis subsp. C

villosa e Armeria berlengensis subsp. Glabra

Pulicaria subida da Placa das Buzinas para o Cerro do Céao D
microcephala.

sem vegetacgéo clareira da ilha velha - muitas gaivotas E
placa do caminho das buzinas - pedra desfeita F

Carpobrotus edulis 1 semana - Acima do Bairro dos Pescadores (fevereiro 2017) G
1 ano - Casa da Encosta/Capitania (fevereiro 2016) H

2 anos - Zona das Letras, no G de Berlengas (2015) I

vegetacao Vale dos Fetos - zona de coelhos J
indiferenciada

Vale das Armérias - Zona de exclusdo sem Armeria berlengensis K

Planalto em frente a Cisterna Velha L

7.2.1.1 Tratamento inicial das amostras

ApoOs o transporte das amostras de terra para o laboratorio, estas foram submetidas a um
processo de secagem por exposi¢do ao ar, a temperatura ambiente, durante uma semana.
ApGs a secagem, a terra foi crivada com o auxilio de um crivo de malha 2 mm. Deste
procedimento resultou a separacdo de duas fracdes: terra fina (8 <2mm) e elementos
grosseiros (@ >2mm). Foi utilizado um pildo para desagregar os aglomerados de terra.
(Ribeiro et al., 2013, Novoa, et. al., 2013).

A percentagem de terra fina foi calculada pela equacéo:

. massa de terra original
% de terra fina = - * 100
massa de terra fina
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7.2.1.2 Textura de Campo

A textura de campo foi aferida a partir de informacdes que obtida quando se analisa o
“comportamento” da parcela de terra fina da amostra quanto a possibilidade de se moldar.
Uma porc¢éo desta amostra é humedecida e moldada em filamento, e de seguida dobrada em
argola. Foi utilizado o quadro 1 em anexo para a determinacdo da textura das amostras.

Tabela 7-Il Método para determinacdo da textura pelo tato pelas caracteristicas apresentadas
(adaptado de Ribeiro et al., 2013 e Cooper, 2015)

Caracteristicas observadas Textura de
Campo
Nao se pode moldar em filamento Arenosa

Nao é pegajosa

Fendilha quando se tenta moldar em filamento, que s6 se pode formar com muita Franco-arenosa
dificuldade

N&o é pegajosa

Pode moldar-se em filamento, mas com certa dificuldade Franca
Fendilha quando se tentar curvar em argola

Nao é pegajosa
Caracteristicas intermédias entre a anterior e a seguinte Franco-argilosa

Facilmente moldavel em filamento alongado Argilosa

Pode curvar-se em argola com facilidade

Pegajosa
Caracteristicas intermédias entre a anterior e a seguinte Argilosa-limosa
Facilmente moldavel em filamento alongado Limosa

Pode curvar-se em argola com facilidade

Pouco pegajosa

7.2.1.3 Quantificagdo da matéria organica

Com o intuito de se determinar o teor de matéria organica existente com cada uma das
amostras de solo da Berlenga foi realizado um método gravimétrico de determinacgéo direta,
o0 método da calcinagdo. Este consiste em submeter uma quantidade conhecida de amostra
a calcinacdo numa mufla elétrica a 500°C, durante 6 horas, para que toda a matéria organica
seja destruida e assim pela diferenca de pesos se obtenha a quantidade de matéria organica
presente na amostra. As medi¢des foram realizadas numa balanca analitica. Para este ensaio

foram submetidas ao processo de Calcinagéo dois cadinhos independentes de cada um dos
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locais de recolha de amostras de solo com uma quantidade de terra inicial registada para cada

uma das situac@es (n=2) (Quelhas dos Santos,1991, Ribeiro et al., 2013).

A classificacdo das terras em relacao ao teor de matéria organica € dada pela Tabela 7-llI
(adaptada de Ribeiro et al., 2013).

Tabela 7-11l Classificacdo de amostras de terra com base no teor em percentagem de matéria organica
e na textura de campo (adaptado de Ribeiro et al., 2013)

Teor de matéria organica (%) Classificacéo
Terras de textura Arenosa e Terras de textura Franca, Franco-argilosa, Argilosa,
Franco-arenosa Argilosa-limosa e limosa

<0,5 <1,0 Muito baixo
0,6-1,5 1,1-2,0 Baixo
1,6-3,0 2,1-4,0 Média
3,1-45 4,1-6,0 Alto

>4,5 >6,0 Muito alto

O teor de matéria organica, em percentagem, é calculado pela seguinte férmula (Novoa,
2013):
média dos pesos da terra apés mufla

% de matéria organica = —— - * 100
g média dos pesos da terra pré mufla

7.2.1.4 Determinacgéo do pH

Para determinar o pH das vérias amostras de solo da Berlenga foi utilizado um método
laboratorial que consiste na suspensdo de uma quantidade de terra fina conhecida de acordo

com a féormula:
pH = terra fina (g) x 2,5 mlL agua destilada

Para realizar a suspenséao é necessario agitar a mesma de 15 em 15 minutos durante 1 hora.
Ap0s esse tempo € possivel realizar a leitura do valor de pH com o auxilio de uma sonda para
medi¢cdo de CE/STD e pH. Foram realizadas 3 leituras por suspenséo (Hamzehpour, et. al.,
2013).

7.2.1.5 Determinac¢do da Salinidade

Para a determinacgéo da salinidade foram utilizadas as mesmas suspensdes das amostras de

terra utilizadas na afericdo do pH e o0 mesmo procedimento. A salinidade foi medida pelo
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parametro de condutividade em ppm (partes por mil) com uma sonda de pH e condutividade.

Foram realizadas 3 leituras numa Unica suspensao de amostra (Hamzehpour, et. al., 2013).
7.2.2 Influéncia do pH e da Salinidade no crescimento de Pulicaria microcephala

A avaliacdo da influéncia do valor de pH e da concentracao de sais, homeadamente NacCl, no
crescimento da espécie Pulicaria microcephala foram avaliadas através da preparacéo de
diversos meios MS.4, autoclavados a 121°C durante 20 minutos, com as concentracdes de
NaCl 0,00g/L, 2,50¢/L, 5,00g/L e 10,00g/L e valores de pH 5 e pH 6. Para cada situagéo foram
preparados 5 frascos e em cada um deles foram colocados trés explantes (n=15), de acordo
com o processo adaptado de Gantait, et. al. (2012).

Ao final de 2 meses, sem que se realizasse uma repicagem de manuten¢ao no intervalo da
cultura, a altura das plantas foi medida com uma craveira, para assim detetar a influéncia do
pH e da salinidade no crescimento das plantas e possiveis interacdes dos parametros em
estudo.

Os resultados obtidos foram submetidos a uma analise de varidncia com dois fatores
(ANOVAF2), tendo todos os requisitos inerentes a realizacdo do método (normalidade dos
dados e homogeneidade das variancias) sido devidamente validados. Sempre que aplicavel,
o teste de comparagbes de Pairwise foi realizado. Os resultados foram considerados
estatisticamente significativos ao nivel de 5% (ou seja, sempre que p-value < 0,05). Quando
aplicavel, os resultados sao apresentados na forma média + desvio-padrao (DP). Todos os

calculos foram realizados com IBM SPSS Statistics 24.
7.3 Resultados e Discussao

Para melhor se compreender o crescimento da espécie Pulicaria microcephala em cultura in
vitro e se poder otimizar a maior quantidade de parametros possiveis, foram realizados testes
de influéncia do pH e da salinidade do meio, bem como caracterizadas diversas amostras de
Terra recolhidas em 12 zonas distintas da ilha da Berlenga (Figura 2.2). Estas andlises de
terra visdo também um futuro estudo para a Armeria berlengensis e para a Herniaria
berlengiana, sendo esse o motivo pelos quais os locais de recolha das amostras ndo terem
sido escolhidos de forma aleatoria, mas sim de forma ponderada a recolher dos diferentes
tipos de solos onde é possivel encontrar e onde se pode vir a repovoar as trés espécies

endémicas em estudo.
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Realizou-se o estudo da textura de campo de cada uma das amostras de terra de diferentes
zonas da Berlenga (Tabela anexo Xl) observando-se que 50% das amostras correspondem a
terras Franco-Arenosas (amostras B, E, G, I, J e K), 33% apresentam caracteristicas de terras
Arenosas (amostras A, F, H e L) e 17% das amostras recolhidas sao terras Francas (C e D).
Estes dados sdo importantes para que nos estudos futuros se utilize terras com as
caracteristicas mais adequadas a aclimatizacdo de exemplares de Pulicaria microcephala,

Armeria berlengensis e Herniaria berlengiana.

Os diferentes parametros estudados, nomeadamente a percentagem de terra fina e de terra
Grosseira (Figura 7.1), em conjunto com os valores de matéria organica obtidos para cada
amostra (Figura 7.2) e as informacfes da Tabela anexo X, permitem-nos ter uma
caracterizacdo das amostras de uma forma geral. Estes parametros sdo importantes para o
crescimento das plantas e as caracteristicas de cada zona de recolha também poderédo ser

um dos motivos para o tipo de vegetacdo ou uma consequéncia do mesmo.

% Terra Fina m9% Terra Grosseira
80,0
60,0

40,0

20,0

Quantidade de terra (%)

0,0
A B C D E F G H I J K L

Cédigo atribuido a amostras de Terra de
diferentes zonas da Berlenga

Figura.7.1 Valores Percentuais da quantidade de Terra Fina (cor
verde) e de Terra Grosseira (cor cinza) que cada amostra, Aa L.

Na maioria das amostras recolhidas ndo foram obtidos resultados inferiores a 60% de terra
fina (Figura 7.1), dendo o minimo de aproximadamente 40% na amostra G, 0 que permitiu,
com base na quantidade recolhida na ilha, realizar os testes seguintes (Quantificacdo da
matéria organica, determinacdo do pH e determinacdo da Salinidade), ja que estes apenas

foram realizados nesta parcela.

O Carpobrotus edulis € uma espécie invasora proveniente da Africa do Sul (Novoa et, al.,

2013) que apresenta um crescimento sobre as outras plantas (Rhodes, et, al., 2004), o que
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representa uma caracteristica evolutiva ha competicdo espacial, principalmente numa ilha
com a Berlenga, isolada e de dimensfes reduzidas (Rhodes, et, al., 2004). Esta planta
influenciou grandemente o solo da zona G, H e |, ja que nestas se observou a presenca
abundante de matéria organica (Figura 7.2) a qual é constituida maioritariamente por partes
da planta ja secas (Oades, 1988). Esta afirmacao é corroborada pelos valores obtidos para
este parametro, apresentado na Figura 7.2. Tal resultado p6de ser observado em laboratério
pela analise visual das amostras (Figura 7.3), indo ao encontro com o ja registado por Ana
Novoa et al. (2013). A percentagem de terra fina varia aproximadamente entre os 40,3% e 0s
69,2% (Figura 7.1), e contém entre 62,3 e 86% de matéria organica (Figura 7.2). A Amostra
H, de entre as trés amostras referentes a zonas de remocédo do chordo (G, H, I) é a que
apresenta menor percentagem de matéria organica, sendo que isto poderd dever-se a
remocao do choréo ter sido efetuada cerca de um ano antes da recolha da amostra. A amostra
| (C. edulis removido dois anos antes da recolha da amostra) apresenta um valor de matéria
organica superior a amostra H e semelhante a amostra da G (C. edulis removido uma semana
antes da recolha da amostra) o que se podera dever a presenca de folhas secas (Novoa, et,
al., 2013) fruto da forma como foi feita a remocdo desta espécie infestante. Anteriormente
(amostra |) a remocéao era apenas superficial, o C. edulis era enrolado sobre si e acabava por
secar mantendo-se todo o material vegetal nos locais onde se encontravam esses rolos e ndo
se removendo realmente (apenas se arrancava para que ele morresse e nao proliferasse
mais), posteriormente (amostras G e H) além do enrolamento, a matéria organica proveniente
do crescimento desta espécie também foi removida, para que o solo da ilha ficasse exposto.
Esta alteragéo no procedimento € importante ja que, o chordo apresenta potencial alelopéatico
(libertando algumas substancias potencialmente nocivas ao desenvolvimento de outras
espécies), e as alteracdes que promove no solo inibem a germinacao e o desenvolvimento de
novas plantas de outras espécies, em areas onde este esteja a crescer ou onde se encontrem
as suas folhas secas (Lichter, 1998, Hartmann, 2002, Bousquet-Mélou, et. al., 2005, Vila, et.
al., 2006 Conser et, al., 2008, Novoa, et, al., 2012). Assim, principalmente, nas zonas onde foi
removida esta espécie vegetal, sera importante que o dos residuos organicos seja mais baixo
para que as espécies endodgenas se possam desenvolver, observacdo também avancada por

outros investigadores (Novoa, et, al., 2012, Novoa, et, al., 2013).

7



100,0 -
90,0 -
80,0 -
70,0 -
60,0 -
50,0 -
40,0 -
30,0 -
20,0 -
10,0 -
0,0 o L L ——

A B CDEFGH 1 J KL

Cédigo atribuido a amostras de Terra de
diferentes zonas da Berlenga

Matéria organica (%)

Figura 7.2 Valores percentuais da quantidade de matéria
organica existente em cada uma das amostras, A - L.

Segundo o estudo de Ana Novoa et, al., (2013), que estudou o impacto de C. edulis em dunas
costeiras, os locais onde se encontrava esta espécie invasora apresentavam valores de pH
inferiores e valores de salinidade superiores aos apresentados pelas zonas nao invadidas.
Neste estudo as analises foram efetuadas logo apods a remoc¢éo do chordo, sendo, pois, as
condicdes comparaveis com as da recolha da amostra G. Os resultados de
salinidade/condutividade ndo podem ser comparados com os de Ana Novoa et al. (2013) ja
gue, nao foi possivel obter estes valores para a amostra G, onde a remocao de C. edulis teria
ocorrida h4d uma semana. Para a amostra | também ndo foi possivel realizar esta
contabilizacdo. Nestas amostras ndo se conseguiu preparar uma mistura aquosa que
permitisse realizar a medi¢cdo da condutividade, como € possivel observar na Figura 7.3,
formando-se uma pasta que apenas permitiu a medicdo dos valores de pH. Dever-se-ia ter
removido as folhas secas desta espécie (C. edulis) antes de se realizar a recolha da amostra
de terra, como foi feito por Ana Novoa, et al. (2013) para que ndo se recolhesse tanto material
vegetal, mas apenas solo e assim se conseguisse utilizar o mesmo procedimento em todas
as amostras. A avaliacdo dos valores de salinidade (amostras G e ) (Tabela 7-1V) seria muito
interessante de se vir a realizar para que se pudesse comparar com este estudo (Novoa et
al., 2013) e entender até que ponto, apesar de este ter sido realizado em zonas dunares, 0s
resultados sdo comparaveis, ja que, a textura da terra destas amostras € Franco-Arenosa
(amostras G e I) e Arenosa (amostra H) tal e qual como as dunas, zona de estudo de Novoa
e colaboradores (2013).
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Figura 7.3 amostras de solo misturadas com a quantidade de agua necessaria para as
analises de pH

A observacao realizada por Ana Novoa et al. (2013) em relagcéo aos valores de pH, em que
zonas ndo afetadas por chordo apresentam um maior valor de pH do que zonas que
continham C. edulis, é observada também neste estudo. Quando se faz a comparacéao entre
a amostra G e as outras amostras, que dizem respeito as zonas nao afetadas pela invaséao
de C. edulis (A, B, C, D, E, F, J, K e L), excetuando as amostras C e J, todas apresentam
valores inferiores (Tabela 7-1V). Estes valores inferiores deveram estar a ser influenciados por

outros aspetos que nao foram alvos de estudos neste trabalho.
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Tabela 7-1V Valor médio de pH e de salinidade (ppm) e os desvios-padrdo de cada amostra, A a L.
Para as amostras G e | ndo foi possivel determinar o valor de salinidade.

pH Salinidade (ppm)
amostra
média desvio padrao Média desvio padrao
A 6,507 0,104 0,377 0,012
B 6,777 0,080 0,340 0,008
C 5,143 0,098 0,257 0,009
D 6,083 0,184 0,650 0,045
E 7,097 0,029 0,963 0,019
F 6,700 0,141 0,170 0
G 5,963 0,090 N&o Calculado
H 7,260 0,029 0,330 0
| 5,700 0,170 Nao Calculado
J 5,683 0,090 0,683 0,057
K 7,080 0,029 0,343 0,031
L 7,057 0,082 0,12333 0,01247

As amostras que apresentam os valores mais altos de matéria organica sdo as amostras G
(86,0%), H (62,3%) e | (81,0%), seguidas das amostras E (41,4%), D (37,1%) e A (29,1%),
por ordem decrescente de percentagem (Figura 7.2). Estas 3 amostras Ultimas sdo de uma
zona sem vegetacao onde é possivel observar muitas gaivotas-de-patas-amarelas (zona E),
a zona (zona D) onde é muito abundante a Pulicaria microcephala e a zona A onde é também

abundante e foi recolhida Armeria berlengensis.

As amostras A, B e C permitem caracterizar as zonas onde ainda ocorre a Armeria
berlengensis. A amostra A € a que apresenta maior valor de matéria organica, 29,1%, em
comparagdo com os valores registados para as amostras B, 14,1%, e C, 13,4%. Este valor
poder-se-a dever a elevada concentracdo populacional de gaivotas-de-patas-amarelas e a
sua alimentacao, j& que nesta zona séo avistados varios restos de comida nédo digerida por
esta espécie (observacao no local) e também devido ao tipo de vegetacédo (gramineas) que
aumenta a quantidade de raizes presentes na amostra recolhida e logo a concentracdo de
matéria organica (Oades, 1988, Amado, 2007). Das trés amostras, a amostra C é a que

apresenta um valor de pH inferior e as outras duas amostras, A e B, registaram valores muito
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semelhantes de pH (pH 6,510,104 e pH 6,8+0,080 respetivamente). Os valores de salinidade
sdo muito semelhantes, 0,440,012 ppm, 0,3+0,008 ppm e 0,3+0,009 ppm para as amostras
A, B e C respetivamente. S8o valores relativamente baixos que conferem as zonas de onde

provém estas amostras a categoria de solos néo salinos (Daliakopoulos, et, al., 2016).

A amostra D tem uma relevéancia especial para este estudo ja que € a zona onde se encontra
a Pulicaria, pelo que, em conjunto com as amostras A, B e C, correspondem as zonas onde
se encontram as espécies endémicas da Berlenga. Assim, os valores obtidos para os diversos
parametros de matéria organica, pH e salinidade nesta zona podem ser usados como
referéncia para a micropropagacao.

A zona de amostra D apresentou uma grande densidade de vegetacdo, o que podera estar
na origem do teor de matéria organica que aproximadamente 37% (Figura 7.2), que em
comparagdo com as outras amostras € um valor alto. O valor de salinidade (0,7+0,045ppm)
(Tabela 7-1V) é o segundo mais elevado e podera dever-se ao valor encontrado na zona de
recolha E. Esta Ultima apresenta um valor superior de condutividade e € um planalto numa
altitude mais elevada do que a zona da amostra D, que é uma zona de declive (Amado, et,
al., 2007), entdo devido a textura Franco-Arenosa da zona E permitir o escoamento/lixiviacdo
dos sais pela agdo da precipitagdo e por escorréncia dessas aguas pluviais ao longo da
encosta (zona D), que, por sua vez, é de textura Franca, ndo permitindo tanto o escoamento
das aguas, a salinidade da zona da amostra D ira aumentar (Brady and Weil, 2008, Maun,
2009, Gehring, 2017). O valor de pH da amostra D é de 6,1+0,184 (Tabela 7-1V). Este dado
corroborou a necessidade de se estudar qual o valor de pH que seria ideal para se realizar a
micropropagacdo de Pulicaria microcephala porque o valor comummente utilizado em
micropropagacao é pH 5,7 (Martins, et, al., 2011), o qual, quando n&o é adicionada solucéao
tampéo (MES por exemplo), baixa para aproximadamente pH 5 (Woodward, et, al., 2006).
Com base nestes valores realizou-se o ensaio da influéncia do pH e/ou da salinidade no

crescimento desta espécie endémica da Berlenga.

A amostra E indica que apesar de um teor relativamente elevado de matéria organica a
presenca de uma populacdo com um elevado nimero de efetivos de gaivota-de-patas-
amarelas, Larus michahellis (Naumann, 1840), pode prejudicar o crescimento da flora
endogena da ilha. Esta influéncia negativa podera ser devida ao comportamento, ja
observado, da constru¢ao de ninhos, por parte destas aves os espécimes de maior porte de
Armeria berlengensis (ICNF3, 2017; observacado na ilha) originando a sua morte. O elevado

teor da matéria organica e a cor mais esbranquicada do solo desta regido da ilha (observacédo
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no local) podera ser devido aos dejetos da mesma espécie de aves. O ph desta amostra é de
7,140,029 (Tabela 7-1V) o que se pode dever igualmente a presenca da populacéo de gaivota-
de-patas-amarelas, jA que apesar de os dejetos desta espécie terem uma capacidade
nitrificante (Mizota, 2009), nesta zona da ilha sdo avistados muitos juvenis e varios ninhos o
que pode levar também a uma acumulacéo de penas e penugem, ricas em célcio e assim pela
deterioracdo das mesmas contribuir para a neutralizacdo dos solos (Fidalgo, 2012). O valor
de Salinidade desta zona é de 1,0+0,019ppm, o valor mais alto regista neste estudo. Esta
salinidade poder-se-4 dever a exposicdo a maresia (observacdo na ilha) e também da
atividade piscatoria para alimentacdo por parte das gaivotas-de-patas-amarelas que
permanecem neste local (Garcia, et, al., 2004, Fidalgo, 2012). Esta acumulagéo é permitida
também pelo tipo de relevo ja que, esta amostra foi recolhida num planalto e que apenas
devido a precipitagdo ocorreram escorréncias e consequentemente lixiviagdo, e as amostras

foram recolhidas numa altura de fraca pluviosidade.

A amostra J obteve um valor de matéria orgéanica inferior ao esperado porque esta € uma
zona onde foi possivel observar a presenca de muitos coelhos, muitas tocas e muitos dejetos
(observagdes no local) pelo que se esperaria uma maior nitrificacdo, o que néo foi observado.
Este facto provavelmente dever-se-a a ndo deterioracdo desses dejetos e por isso ndo
passariam pelo crivo de 2mm e néo estariam na parcela de terra fina, ou a matéria organica
foi absorvida pela vegetacdo, mais cerrada nesta zona, sendo formada nomeadamente por

fetos (Asplenium maritimum) (Amado, et, al., 2007).
7.3.1 Influéncia do pH e da Salinidade no crescimento de Pulicaria microcephala

ApOs as analises de solo realizou-se entdo a cultura in vitro de plantas de Pulicaria
microcephala com meios de cultura aditivados com NaCl em diferentes concentracdes e com
valores de pH diferentes. Pela analise da Figura 7.4 € possivel observar que para 0s
crescimentos a pH 5 as plantas de Pulicaria obtiveram tamanhos com diferencas
estatisticamente significativas entre os tratamentos de valores de condutividade de 2,50ppm,
5,00ppm e 10,00ppm quando comparados com o meio de cultura com valor de condutividade
de 0,00ppm.

De facto, denotou-se uma tendéncia para a reducdo do tamanho médio do ramo mais alto
com o aumento da salinidade/condutividade com diferencas estatisticamente significativas
apenas quando comparados os valores de pH 5 e tendo como comparacéo o valor do tamanho
médio do ramo mais alto da situacdo com 0,00ppm (2,50ppm: ANOVA=0,643; p-value=0,014;
5,00ppm: ANOVA=1,114; p-value=0,000; 10,00ppm: ANOVA=0,1,076; p-value=0,000). O
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género Pulicaria esta indicado como haldfito ou haléfito facultativo, tolerante ao sal (Friedman
et al., 1989, Dagar, 2005), o que € corroborado com os resultados obtidos, j4 que, a Pulicaria
microcephala se desenvolveu mesmo com uma quantidade elevada de sais, que conferem a
terra uma denominacao de moderadamente salina (valores de CE compreendidos entre 7,92-
15,84ppm / 4-8 dS m™) (Daliakopoulos et al., 2016). Efetivamente, esta espécie aparenta ter
0 mesmo comportamento de crescimento com valores de condutividade entre os 2,5ppm e 0s
10ppm. Pode-se entdo afirmar que esta € uma espécie haldfita facultativa, a qual consegue
crescer em ambientes/habitat com teor salino mais elevado do que esta realmente necessita
para se desenvolver e crescer saudavel (Friedman et al., 1989, Dagar, 2005, Bose, et, al.,
2014).

6,0
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Valor médio de Tamanho do maior Ramo
N
o
1
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,00 | 2,50 | 5,00 10,00/ ,00 | 2,50 5,00 |10,00
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Figura 7.4 Valor médio do tamanho do ramo de maior comprimento de Pulicaria microcephala submetida
a diferentes combinacdes de valores de pH 5 (cor verde) e pH6 (cor cinza) com valores de Salinidade
de 0,0; 2,5; 5,0 e 10ppm. *Diferencas estatisticamente significativas com a combinacédo pH5 e Salinidade
0,00ppm (ANOVA, comparacdes de Pairwise, p-value < 0,05; Valores apresentados na forma média +
desvio-padréo.

A andlise de variancia de dois fatores (ANOVA) demonstrou, ainda, que o pH e a salinidade
apresentam interacdo quando se compara as duas situa¢ées com salinidade 0,00ppm. E
demonstrado pelo resultado obtido pela interacdo pH5 e 0,00ppm (ANOVA=0,939, p-
value=0,000) (comparacdes por método Pairwise) em comparacdo com a interacdo pH6 e
0,00ppm, que a primeira situacdo obteve o melhor resultado de crescimento de Pulicaria

microcephala. Assim, apesar de as amostras de solos indicarem que estas plantas se
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encontram adaptados a um habitat com um valor aproximado de pH 6,1+0,184, a analise
comparativa com os dados do ensaio da Figura 7.4 indica que o valor de pH preferencial para
0 seu desenvolvimento € o pH de 5. O mesmo foi indicado por Tsuda, et, al., (2014) e por
outros investigadores por este citado, 0s quais mencionam que algumas espécies,
nomeadamente de mirtilos (Vaccilum sp.) preferem valores de pH mais acidos, inferiores a pH
5,8. No estudo de espécies do género Plantago também os valores de pH inferiores ao
usualmente estipulado (pH 5,7-5,8) nao influenciaram negativamente o crescimento das
plantas a estes expostas (Martins, et, al., 2011). No entanto € importante ressalvar que o valor
de pH pode alterar-se, ao longo do tempo de cultura e este néo foi medido no final do presente
ensaio para se poder avaliar se se encontraria, ou ndo, inferior ao valor inicialmente acertado,

como ocorreu no trabalho de Martins, et, al. (2011).

Pode-se concluir com este trabalho que a maior parte do solo da llha da Berlenga, segundo
as amostras estudadas, € arenoso ou Franco-arenoso e com um teor de matéria organica a
baixo dos 30%, excetuando as amostras das zonas que foram sujeitas a invasédo e remocao
de Carpobrotus edulis. A hipétese inicial de que os valores de pH fossem mais acidos nas
amostras expostas a esta espécie devido ao seu comportamento alelopatico nédo foi
comprovada, uma vez que algumas das outras amostras apresentavam valores de pH

inferiores.

Embora a Pulicaria microcephala cres¢a e se desenvolva em todas as conjugacdes de pH e
condutividade estudadas esta espécie apresenta o maior crescimento no meio de cultura com
pH 5 e condutividade 0,00ppm. Esta descoberta indica que esta espécie podera ser haldfita
facultativa, ndo existindo caréncia de suplemento de NaCl, para que se possa realizar a
micropropagacdo da mesma, com vista ao seu repovoamento. Também se chegou a
concluséo que néo existe necessidade de adicionar tampéo (MES) ao meio de cultura, j& que
esta espécie ndo necessita de um valor de pH muito especifico e constante, o que permite

gue este procedimento tenha menos custos e que seja realizado de forma mais facil.
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8 Discussao e Conclusdes Gerais
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8.1 Discussao e conclusdes gerais

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que a micropropagacao é possivelmente o
processo que permitira repovoar a ilha da Berlenga com individuos das trés espécies. Este
processo € mais facilmente realizado e com um maior sucesso para Pulicaria microcephala,
depois para Armeria berlengensis e é mais dificil para Herniaria berlengiana. Apesar de a taxa
de sucesso de desinfecdo ser maior para H. berlengiana, esta ndo permite uma taxa de
multiplicacao elevada, ja que apresentou um crescimento mais lento e por isso a multiplicacédo
€ mais dificil do que para A. berlengensis. No entanto € possivel afirmar que com excecao da
fase 4, da aclimatizagc&o a condi¢des ex vitro de Herniaria berlengiana (ensaio nédo realizado),
se conseguiu com este trabalho estabelecer protocolos de cultura in vitro para as trés espécies
endémicas da ilha das Berlengas e que também existe um protocolo para a germinacao de
sementes de Pulicaria microcephala e de Armeria berlengensis.

Foi possivel, finalmente, entender um pouco mais sobre estes endemismos e, principalmente
no caso de Armeria berlengensis, comecar a compreender os motivos pelos quais estdo em

criticamente ameacadas e as formas como a combater.

Por ndo se poder trazer para o laboratério muito material vegetal como no caso da Pulicaria
microcephala (em que um pequeno ramo da planta original é possivel dividir em varios
explantes), realizaram-se menos tentativas de desinfe¢éo para A. berlengensis. Apesar de o
processo 6 aplicado a P. microcephala, ndo ter resultado nesta espécie, este corresponde ao
processo 3 aplicado aos explantes e folhas de A. berlengensis. Por ndo ser o indicado para
uma espécie nao significa que ndo o seja para outras. E por ser um processo mais agressivo,
em vez de 10% de hipoclorito de s6dio comercial, Domestos, utiliza 20%, foi escolhido para
desinfetar A. berlengensis. Esta escolha de procedimento baseou-se no facto de as folhas de
A. berlengensis aparentarem ser mais resistentes do que as folhas de P. microcephala. Por
isso seria possivel pensar que o processo com maior quantidade de hipoclorito de s6dio ndo
teria 0 mesmo impacto negativo, de total inviabilidade de implementacdo em cultura in vitro,
sobre a espécie A. berlengensis que teve sobre a espécie P. microcephala. Normalmente nao
sao testadas combinacfes de desinfetantes para se entender a sua eficacia separada, o que
torna dificil a comparacao dos resultados obtidos nestes ensaios com outros trabalhos, apesar
da combinacdo de etanol e hipoclorito de sédio € bastante utilizada, os tempos e as
concentracdes € que vao sendo alteradas (Cao et al., 2004). Aliado ao facto de os géneros
destas espécies de interesse na ilha das Berlengas ndo serem muito estudados para estes

fins, germinacdo de sementes e micropropagacéo in vitro para obtencdo de novas plantas
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como objetivo final e o facto de quando o fagcam, muitas das vezes, ndo mencionam as taxas

de sucesso ou todo o processo utilizado € ainda mais dificil realizar comparagbes com

significado biologico.

O uso de agentes desinfetantes é comummente utilizado nos trabalhos de implementacao de
culturas vegetais em condi¢des in vitro, seja a fonte do material vegetal sementes ou qualquer
parte da planta (Zhang et al. 2000; Talei et al. 2012; Daud et al. 2012). Os mais utilizados sédo
o etanol e o hipoclorito de sédio (Barampuram et al., 2014). No entanto sabe-se muitas das
vezes estes mesmos agentes podem prejudicar o0 material vegetal e ndo permitir o sucesso
do processo de desinfecdo e implementacdo em cultura in vitro (Barampuram et al., 2014).
Esse efeito nocivo podera dever-se ao tempo de exposi¢cao, a concentragdo, ao tipo de
produto ou mesmo a uma combinacdo de fatores, que devem ser avaliados para cada uma
das espécies em particular e para cada tipo de tecido ou porcdo da planta que se pretende
colocar em cultura (Dunfield et al., 2000; Barampuram et al., 2014). Alguns fungicidas
danificam o nddulo de desenvolvimento da semente e por isso hdo permitem a germinagao e
assim prejudicam a taxa de germinagdo que se obtém (Rennie et al., 1985; Dunfield et al.,
2000), o que podera ter ocorrido, principalmente no caso de Armeria berlengensis. Outros
agentes como o hipoclorito de sédio sédo apontados como em certas concentragdes poderem
influenciar positivamente a quebra da dorméncia das sementes e assim beneficiarem até certa
medida as taxas de germinagdo (Hammond, 1959). Barampuram e 0s seus colaboradores
(2014) mencionam que peréxido de hidrogénio é o melhor desinfetante superficial para
sementes de algoddo e nos resultados deste presente trabalho foi possivel ver que, para
explantes de A. berlengensis este desinfetante ajudou no sucesso do processo mas que ao
ser aplicado a Pulicaria microcephala o resultado foi o inverso, este ndo foi o processo que
melhor permitiu implementar os explantes em cultura in vitro. Este desinfetante € apontado
como tendo a capacidade de promover a senescéncia das plantas, pela sua capacidade
oxidativa, podendo ter sido o que ocorreu no caso de Pulicaria microcephala (Sairam e
Srivastava, 2000; Upadhyaya et al., 2007; Raja et al., 2017). Mesmo que se tivesse aplicado
0s mesmos processos de desinfecdo para cada uma das espécies (Armeria berlengensis,
Herniaria berlengiana e Pulicaria microcephala), quer para os explantes quer para as
sementes, possivelmente 0 mesmo processo iria desinfetar de forma diferente determinando
diversas taxas de sucesso para todas as situa¢cdes (Dunfield et al., 2000; Barampuram et al.,
2014). O Etanol é descrito como devendo ser o primeiro passo, sendo seguido de outro ou
outros agentes, como foi utilizado no presente trabalho em todas as desinfe¢ées. E um forte

esterilizante e é fitotdxico e por isso o tempo de exposicado deve ser baixo (Sen et al., 2013).
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E dito ainda que a sua concentracdo deve ser entre os 60 e os 90% para que a sua agao

bactericida seja mais eficaz (Gross, 1987).

Realizou-se, ainda, 0 estudo da textura de campo de cada uma das amostras de terra de
diferentes zonas da Berlenga (Tabela anexo Xl) observando-se que 50% das amostras
correspondem a terras Franco-Arenosas (amostras B, E, G, I, J e K), 33% apresentam
caracteristicas de terras Arenosas (amostras A, F, H e L) e 17% das amostras recolhidas sao
terras Francas (C e D). Estes dados séo importantes para que nos estudos futuros se utilize
terras com as caracteristicas mais adequadas a aclimatizacdo de exemplares de Pulicaria
microcephala, Armeria berlengensis e Herniaria berlengiana. A terra utilizada na aclimatizagéo
foi Siro - Substrato Universal saca de 50L e foi utilizado um fertilizante universal o que torna
as condicdes utilizadas diferentes daquelas a que as espécies estao adaptadas (Capitulo 4,
5 e 7), o que podera ter influenciado o resultado desses processos, e acima de tudo pode
depois comprometer a aclimatizacdo ao Habitat natural, ilha da Berlenga.

Em suma, a continuacao destes estudos é importante bem como a criacdo real de clones
aclimatizados a condi¢cfes ex vitro para a sua implementacdo na ilha de forma a cumprir o

objetivo de ajudar a combater a extin¢cdo destas espécies com o auxilio da micropropagacao.
8.2 Perspetivas futuras

Como perspetivas futuras sdo apontadas as analises morfologicas e genéticas das trés
espécies aqui em estudo, para comparacao das espécies dos mesmos generos, mas que sdo
identificadas e observadas em Peniche, procurando averiguar a existéncia de eventual
hibridac@o entre as espécies. Desta forma, procurar-se-ia enriquecer o que ja se sabe sobre
estas espécies e principalmente no caso da Armeria berlengensis ndo se gastar recursos em
micropropagar e mesmo germinar individuos hibridos, se de facto existirem, que no futuro nao
irdo contribuir para o prevalecer da espécie e se introduzidos na ilha irdo competir com as

outras plantas pelo mesmo espaco, nutrientes, agua e polinizadores.

A aparente tolerancia de P. microcephala, em relagdo ao valor de pH no meio de cultura e
valores no habitat natural, leva a ponderar se esta podera vir a desenvolver-se nos locais onde
foi removido Carpobrotus edulis, ap6s a remocao de folhas secas, uma vez que estes locais
vao ter um valor de pH mais elevado. Esta hipétese carece de validacao e por isso é proposto
realizar-se estudos do cultivo in vitro com valores de pH superiores aos estudados e/ou a
realizacdo da aclimatizacdo com terra proveniente destes locais, para melhor se entender o

comportamento desta espécie em relacdo ao pH do meio de cultura e do solo, bem como em
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relacdo ao solo. De igual modo estudar a germinacdo de sementes nessas condicbes seria

importante para se entender se esta sera viavel ou nao.

Apesar de um dos meios de desinfecao utilizados, Domestos (0 hipoclorito de s6dio), conter
uma percentagem de detergente, esta pode nédo ter sido suficiente para a facilitacdo da
remocao da substancia pegajosa que Armeria berlengensis possui e por isso como perspetiva
futura é apontada a possibilidade de adicionar um passo com um detergente com uma
concentracéo mais forte para ver a possibilidade de esta substancia ser removida e as taxas
de sucesso de implementac&o de A. berlengensis em cultura in vitro seja maior. E sugerido
também que, apds a fecundacdo dos ovarios se cologuem sacos de organza para que
qualquer flor ou semente que se solte, seja recuperada e assim a taxa seja calculada com
uma maior confianca. Esta possivel queda das sementes das flores vazias prende-se pela
falta de ovério e podera ocorrer naturalmente. Ocasionada pela acao do vento, da maturidade

da semente, ou mesmo, pela acédo da fauna local.

E apontado, como necessario continuar estes estudos, procurando novas combinacdes de
processos de desinfecdo para que se tente melhorar a taxa de viabilidade do processo e uma
maior quantidade de explantes seja implementada em cultura com sucesso e assim obtendo-
-se uma maior diversidade genética para iniciar os processos de multiplicacdo vegetativa. Isto
é verdade principalmente no caso de H. berlengiana, ja que, apesar de se ter conseguido
realizar a implementagdo em cultura in vitro e realizar a sua micropropagacao, a taxa de
sucesso é baixa e ainda falta realizar a aclimatizagdo, ja que a obtencdo de rebentos
micropropagados néo foi conseguida em grandes nimeros e o alongamento dos mesmaos foi

lento, durante o tempo de duracéo dos trabalhos experimentais.
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Anexo | Formulacdo do Meio Murashige & Skoog suplementado com Vitaminas Gamborg B5 utilizado para a
realizacdo dos meios MS.1 e MS.2 e MS.3

Micro Elementos mg/l UM

CuS04.5H20 0.025 0.10

HsBOs 620 10027 Tqiq| concentracao de micro e macronutrientes, incluindo

vitaminas: 4414.09 mg/I

MnS0a4.H20 16.90  100.00

ZnS04.7H20 8.60 29.91

CaCl2 332.02 2.99

KNO3 1900.00 18.79

NH4NO3 1650.00 20.61

myo-Inositol 100.00 554.94

Piridoxina HCI 1.00 4.86

Murashige T. and Skoog F., Physiol. Plant, 15, 473 (1962). In hitps://www.duchefa-
biochemie.com/product/details/number/M0231/name/murashige-skoog-medium-including-b5-
vitamins 3/7/2017

103


https://www.duchefa-biochemie.com/product/details/number/M0231/name/murashige-skoog-medium-including-b5-vitamins%203/7/2017
https://www.duchefa-biochemie.com/product/details/number/M0231/name/murashige-skoog-medium-including-b5-vitamins%203/7/2017
https://www.duchefa-biochemie.com/product/details/number/M0231/name/murashige-skoog-medium-including-b5-vitamins%203/7/2017

Anexo Il Formulagdo do Meio Murashige & Skoog suplementado com Vitaminas Gamborg B5 e tampdo MES
utilizado para a realizagcao do meio MS.4.

Micro Elementos mo/l HM Concentracéo total de micro e macro elementos incluindo
CoCl2.6H20 0.025 011 o tampdo MES: 4802.09 mgl/|
CuS04.5H20 0.025 0.10

Concentracéo total de micro e macro elementos, incluindo
FeNaEDTA 36,70 10000 vitaminas e tampdo MES: 4905.19 mg/|
H3sBO3 6.20  100.27
Kl 0.83 5.00
MnS0O4.H20 16.90  100.00
NazMoO4.2H20 0.25 1.03
ZnS04.7H20 8.60 29.91
Macro Elementos mg/| mM
CaCl2 332.02 2.99
KH2PO4 170.00 1.25
KNO3 1900.00 18.79
MgS04 180.54  1.50
NH4NO3 1650.00 20.61
Buffer mg/| mM
MES 500.00 2.35
Vitaminas mg/l UM
Glicina 2.00 26.64
myo-Inositol 100.00 554.94
Acido Nicotinico 0.50 4.06
Piridoxina HCI 0.50 2.43
Tiamina HCI 0.10 0.30

Murashige T. and Skoog F., Physiol. Plant, 15, 473 (1962). In

3/7/2017
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Anexo Il Identificacdo do equipamento ou reagente utilizado e a sua informagéao Util, nomeadamente e quando
aplicavel a marca, modelo, pais de fabrico e precisao.

Equipamento/Reagente Marca Modelo Pais Preciséo
Autoclave Ajc 88L Portugal +3°C
Balanga Sartorius TE1245 Alemanha +0,1mg
Céamara de cultivo Aralab CP500 Portugal -
Camara de Fluxo Telstar Bio Il advance Japao -
Craveira Indefinido - - +0,05cm
] o Duchefa
Laminas de bisturi ) ) S3201 (n°11) Holanda -
Biochemie
Lupa Binocular Carl Zeiss Stemi 2000-C Inglaterra -
Mufla Nabertherm  Controller B170  Alemanha -
) WTW —
Medidor de pH ; pH 7110 Alemanha +0,01pH
inoLAB
Sala de temperatura ) Reino
Friga-Bohn - _ -
controlada Unido
JP Selecta
Selador de Mangas SA S-400 Espanha -
Temperatura +0.5°C
Sonda de pH e ]
o Hanna HI98130 Italia EC/TDS +2% f.s.
Condutividade
pH +£0.01
) Duchefa
Fitoagar ) ) - Holanda -
Biochemie
Fungicida Rodomil Gold .
] Syngenta - Suica -
MZ pepite
Fungicida Pomarsol ultra D Bayer - Portugal -
Peréxido de hidrogénio 10 )
Continente Portugal
Volumes
Sigma —
Hormona 2,4-D - Alemanha -

Aldrich




Hormona IAA

Hormona IBA

Hormona KIN

Hormona NAA

MS suplementado com

Vitaminas Gamborg B5

MS suplementado com
Vitaminas Gamborg B5 e
MES

Sacarose

Fertilizante Universal, 1L

Vasos

Siro - Substrato Universal
saca de 50L

Siro — Perlite 6L

Duchefa

Biochemie

Duchefa

Biochemie

Duchefa

Biochemie

Duchefa
Biochemie

Duchefa

Biochemie

Duchefa

Biochemie

Duchefa
Biochemie

COMPO
Iberia S.L

ArteVasi

Leal &
Soares, S. A.

Leal &
Soares, S. A.

- Holanda

- Holanda

- Holanda

- Holanda

- Holanda

- Holanda

- Holanda

Barcelona
— Espanha,
fabricado
na UE

Floreira Veneza Portugal
Mira —

Portugal
Mira —

Portugal

106



12,0 ~

10,0 -

8,0

6,0 -

Tamanho Médio (cm)

2’0 i * * * * * * * *

P Y Q0 0 Q0 ¢ 0 R N E VYO0 R 0RO ANDNQN T ALYy

Tratamentos: A-l: KIN+NAA; J-R: KIN+IAA; S-ZZ: KIN+IBA; Controlo: Sem Hormonas
*DP

Anexo IV Tamanho médio (cm) do ramo mais alto de P. microcephala em resposta a varios meios de cultura, durante o ensaio A. Todos 0s meios contém Kin em associagao
com NAA (A-I), IAA (J-R) ou IBA (S-ZZ). Controlo € um meio de cultura sem hormonas. Varia¢do nas concentra¢des de cada uma das hormonas presente nos Materiais e
Metodologia do capitulo 4. Valores apresentados pela média +desvio padrao.
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Tratamentos: A-l: KIN+NAA; J-R: KIN+IAA; S-ZZ: KIN+IBA; Controlo: Sem Hormonas
*DP

Anexo V Numero médio de ramos de P. microcephala em resposta a varios meios de cultura, durante o ensaio A. Todos os meios contém Kin em associa¢cdo com NAA (A-I),
IAA (J-R) ou IBA (S-ZZ). Controlo € um meio de cultura sem hormonas. Variagdo nas concentragGes de cada uma das hormonas presente nos Materiais e Metodologia do
capitulo 4. Valores apresentados pela média +desvio padréao.
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Tratamentos: A-l: KIN+NAA; J-R: KIN+IAA; S-ZZ: KIN+IBA; Controlo: Sem Hormonas
*DP

Anexo VIl Tamanho médio (cm) do ramo mais alto de P. microcephala em resposta a varios meios de cultura, durante o ensaio B. Todos 0s meios contém Kin em associagao
com NAA (A-l), IAA (J-R) ou IBA (S-ZZ). Controlo € um meio de cultura sem hormonas. Variacdo nas concentracdes de cada uma das hormonas presente nos Materiais e
Metodologia do capitulo 4. Valores apresentados pela média + desvio padrao.
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Anexo VIII Numero médio de ramos de P. microcephala em resposta a varios meios de cultura, durante o ensaio B. Todos 0os meios contém Kin em associa¢cdo com NAA (A-I),
IAA (J-R) ou IBA (S-ZZ). Controlo é um meio de cultura sem hormonas. Variagdo nas concentra¢Ges de cada uma das hormonas presente nos Materiais e Metodologia do

B o *

O

# # «  # x :
# #
$# # $ # $
& #
$ s #
$ $

O ¢ ¢« 0 R NV D3 & v QX 2 0R 0 R 2 A 0N + A vy

Tratamentos: A-l: KIN+NAA; J-R: KIN+IAA; S-ZZ: KIN+IBA; Controlo: Sem Hormonas
*DP

capitulo 4. Valores apresentados pela média +desvio padréao.
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Tratamentos: A-l: KIN+NAA; J-R: KIN+IAA; S-ZZ: KIN+IBA; Controlo: Sem Hormonas
+*DP

Anexo IX Tamanho médio (cm) do ramo mais alto de P. microcephala em resposta a varios meios de cultura, a verde esta o ensaio A e a cinza o ensaio B. Todos os meios
contém Kin em associagdo com NAA (A-I), IAA (J-R) ou IBA (S-ZZ). Controlo € um meio de cultura sem hormonas. Variagdo nas concentracdes de cada uma das hormonas
presente no Material e Metodologia do capitulo Erro! A origem da referéncia nao foi encontrada.. Valores apresentados pela média tdesvio padrdo. *diferengas
estatisticamente significativas entre o ensaio B e 0 A quando comparados os resultados para a mesma situagéao.
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Tratamentos: A-l: KIN+NAA; J-R: KIN+IAA; S-ZZ: KIN+IBA; Controlo: Sem Hormonas
iDP

Anexo X Numero médio de ramos de P. microcephala em resposta a varios meios de cultura, a verde esta o ensaio A e a cinza o ensaio B. Todos 0s meios contém Kin em
associacao com NAA (A-1), IAA (J-R) ou IBA (S-ZZ). Controlo € um meio de cultura sem hormonas. Variacao nas concentragfes de cada uma das hormonas presente no
Material e Metodologia do capitulo Erro! A origem da referéncia nédo foi encontrada. Valores apresentados pela média +desvio padrdo. *diferencas estatisticamente
significaticas entre 0 ensaio B e 0 A quando comparados os resultados para a mesma situacao.
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Anexo Xl Resultados encontrados para no estudo da textura de campo, quando se realizou o procedimento de
avaliacao pelo tato, como indicado no material e metodologia do capitulo 7(Ribeiro et al., 2013 e Cooper, 2015)

Caddigo

Textura
Macia / Filamentosa / Argola / Pegajosa / Textura de
Aspera Nao Filamentosa N&ao Argola N&o Pegajosa Campo
Intermédia N&o Filamentosa N&o Argola N&o Pegajosa Arenosa
Aspera Com Dificuldade N&o Argola N&o Pegajosa  Franco-Arenosa
Intermédia Com Dificuldade Argola Fendida Nao Pegajosa Franca
Macia Com Dificuldade Argola Fendida Nao Pegajosa Franca
Intermédia Com Dificuldade N&o Argola N&o Pegajosa  Franco-Arenosa
Aspera N&ao Filamentosa N&o Argola N&o Pegajosa Arenosa
Aspera Com Dificuldade N&o Argola N&o Pegajosa  Franco-Arenosa
Aspera N&o Filamentosa N&o Argola N&o Pegajosa Arenosa
Aspera Com Dificuldade N&o Argola N&o Pegajosa  Franco-Arenosa
Macia Com Dificuldade N&o Argola N&o Pegajosa  Franco-Arenosa
Macia Com Dificuldade N&o Argola N&o Pegajosa  Franco-Arenosa
Aspera N&o Filamentosa N&o Argola N&o Pegajosa Arenosa
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