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“Segue o teu destino, rega as tuas plantas, ama as tuas

rosas, o resto é a sombra de arvores alheias."

Fernando Pessoa
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RESUMO

Arbutus unedo (medronheiro), da familia Ericaceae, apresenta porte arbustivo ou
arboreo, e encontra-se bem adaptado a solos pobres e a condigdes ambientais extremas.
E nativo da bacia do Mediterraneo e da Europa Ocidental, podendo também ser
encontrado na Irlanda. Em Portugal, esta espalhado por todo o pais, embora seja mais
abundante na Regido Central e nas Serras do Caldeirdo e Monchique (Algarve).

Trata-se de uma espécie importante do ponto de vista ecoldgico, ajudando a
manter a diversidade da fauna e evitando a eroséo dos solos. Pode ainda ser utilizada em
programas de fitorremediacao, fitoestabilizagdo e contribui para a regulagdo do ciclo do
azoto. Economicamente, os frutos podem ser consumidos frescos ou transformados em
marmeladas, compotas e conservas. No entanto, a principal fonte de rendimento para os
agricultores resulta da producéo de uma bebida com elevado teor alcodlico, vulgarmente
designada por “Medronheira”. Esta planta pode ainda ser utilizada no fabrico de mel e
na induastria floral. Na medicina tradicional, as folhas tém sido utilizadas para fazer
infusdes, aplicadas no tratamento de diversas patologias e, também, no tratamento de
algumas doencas.

A. unedo tem sido considerada uma espécie NUC, contudo devido a problemas
que afetam as principais espécies florestais em Portugal (pinheiros e eucaliptos), o
interesse por esta espécie surgiu e, como consequéncia, muitas areas em diferentes
regides do pais estdo agora a ser cultivadas com medronheiro.

Neste trabalho, foram aplicados dois tipos de propagacdo, que consistiram na
germinacdo de sementes e na micropropagacao através de cultura in vitro. Verificou-se
que, as baixas taxas de germinagdo convencionais das sementes podem ser ultrapassadas
com periodos minimos de estratificacdo de 14 dias, a 4°C, obtendo-se, assim, taxas de
germinacdo mais elevadas, acima dos 50%, dependendo de varios fatores. A
multiplicacdo in vitro, através da proliferacdo de meristemas, provou ser um método
eficaz, tendo permitido obter plantas para analise das estruturas secretoras.

Embora a existéncia de estruturas secretoras tenha sido referida por alguns
autores em duas espécies de Arbutus, no medronheiro ndo existia, até a realizagdo deste
trabalho, nenhuma investigacdo aprofundada destas estruturas. Os estudos de
microscopia oOptica e eletronica de varrimento e a analise histoquimica, permitiram
concluir que a planta apresenta no caule e nas folhas, especialmente quando jovens,
emergéncias glandulares, que sdo do mesmo tipo nas plantas crescidas in vivo e in vitro.

A andlise histoquimica revelou que a secrecdo produzida por estas emergéncias € uma
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oleorresina com propriedades hidrofilicas, sendo constituida maioritariamente por
lipidos, flavondides e terpendides. Quanto aos terpendides, ainda residem duvidas
acerca da sua constituicdo, principalmente no que diz respeito a sua volatilidade.

Tendo em conta as caracteristicas do secretado e o facto de se terem encontrado
insetos presos nas emergéncias do medronheiro, realizaram-se diversos ensaios para
avaliar a atividade protedsica da secre¢do. Verificou-se que esta era residual e que, por
isso, as emergéncias glandulares de A. unedo deverao estar relacionadas com a protecao
contra pequenos insetos, 0s quais se tem visto, muitas vezes, ficarem aderidos aos
caules e folhas jovens. O estatuto de protocarnivora desta planta ndo é, porém, excluido,

devendo ser realizados testes adicionais para 0 comprovar.

Palavras-chave: emergéncias glandulares; germinagéo de sementes; micropropagacao;

microscopia eletronica de varrimento; oleorresina; zimograma.
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ABSTRACT

Arbutus unedo (Strawberry tree) is a shrub or a small tree belonging to the
Ericaceae. The species is well adapted to poor soils and extreme environmental
conditions. It is native of the Mediterranean basin and Western Europe and can also be
found in Ireland. In Portugal, it is spread all over the country, although most abundant in
the Central Region and in the Caldeirdo and Monchique mountains (Algarve).

Strawberry tree is an important species both from ecological and economic
perspectives, helping to maintain the diversity of fauna and preventing soil erosion. It
can also be used for phytoremediation and phytostabilization and contributes to the
regulation of the nitrogen cycle. Economically, the edible fruits can be consumed fresh
or processed as marmalades, jams and preserves. However, the main income for farmers
results from the production of a very alcoholic spirit commonly known as
“Medronheira”. Honey and fresh cuttings for the floral industry are other uses of the
plant. In traditional medicine, the leaves have been used to make infusions, applicable in
the treatment of various pathologies and in the treatment of certain diseases, too.

A. unedo has been considered a NUC species but due to problems affecting the
main forestry species in Portugal (pines and eucalypts) interest in this species has arisen
and, as a consequence, many areas in different regions of the country are now being
cultivated with strawberry tree. In the present work, propagation of A. unedo was
achieved through seed germination and in vitro culture techniques by the proliferation
of axillary meristems. The results showed that the low rates of seed germination can be
increased following stratification forl4 days, at 4°C. On these conditions germination
rates, over 50% were obtained. The in vitro multiplication through shoot proliferation
proved to be an effective method for obtaining plants. However, the main purposes of
these assays were not strawberry tree propagation but plant production for analysis of
the secretory structures.

Previous works have point out the presence of secretory structures in two species
of Arbutus. However, as far as we know, there were no previous studies concerning the
characterization of these structures in A. unedo. Light and scanning electron
microscopic analyses complemented with histochemical tests, showed the presense of
glandular emergencies in both leaves and young stems of plants produced in vitro and in
vivo. Histochemical analysis revealed that the secretion produced by these emergencies

was an oleoresin with hydrophilic properties being mainly composed by lipids,
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terpenoids and flavonoids. The composition of the terpenoids remains unclear, in
particularly in what concerns the volatile fraction.

Assays to verify proteasic activity of the secretion showed that both leaves and
stems possessed proteasic activity, although at low levels. Considering these results, it
seems plausible to theorize that the secretory structures of A. unedo are likely related to
the plant protection against small insects which have been often seen glued to young
stems and leaves. The protocarnivorous status of this plant cannot be ruled out, only

additional tests can prove it.

Keywords: glandular emergencies; micropropagation; oleoresin; scanning electron

microscopy; seed germination; zymogram.
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INTRODUCAO

1.1 CONTEXTUALIZACAO DO TRABALHO

O presente trabalho insere-se num programa de investigagdo mais amplo sobre o
medronheiro, que tem sido desenvolvido no Laboratorio de Biotecnologia do Centro de
Ecologia Funcional do Departamento de Ciéncias da Vida da Universidade de Coimbra,
em colaboragdo com a Escola Superior Agraria de Coimbra, a Escola Superior Agréria
de Castelo Branco e o INIAV (Instituto Nacional de Investigacdo Agréria e Veterinaria)
com financiamento da Fundacdo para a Ciéncia e Tecnologia (FCT) e do Proder. Em
tracos gerais, este programa visa contribuir para um melhor conhecimento desta espécie
e das suas potencialidades, aumentando, desta forma, o interesse dos agricultores na sua
producdo e cultivo e na obtengéo de produtos diversificados e de maior qualidade.

Os trabalhos de investigacdo, que tém sido desenvolvidos desde ha cerca de sete
anos, tém conduzido a resultados importantes no que toca a selecdo, caracterizagédo e
propagacdo de plantas de medronheiro consideradas interessantes para producdo. Estes
resultados tém sido objeto de publicacdo (Gomes & Canhoto, 2009; Gomes et al., 2009;
Gomes et al., 2010 e Gomes et al., 2013) e utilizados na preparacdo de dissertacdes de
mestrado (Martins, 2012) e doutoramento (Gomes, 2011), bem como de comunicacdes
apresentadas em Reunides Cientificas, como sejam as Jornadas do Medronho, realizadas
em 2012, que procuraram juntar diferentes membros da cadeia de valor do
Medronheiro, tais como produtores, associa¢des, municipios e o sector de investigacéo e
desenvolvimento, com o intuito de trocar conhecimentos e tecnologias e criar ligacdes
para futuros projetos e investigac6es. O objetivo principal é produzir mais e com melhor
qualidade e diversificar os produtos.

Apesar do trabalho de investigacdo que tem sido feito, com vista ao
melhoramento do medronheiro e a producdo de medronho e seus derivados, as
estruturas secretoras presentes nas folhas e caule desta planta ndo foram ainda alvo de
estudo. Devido as suas caracteristicas morfolégicas e estruturais e a composicao
quimica do seu secretado, estas estruturas sdo importantes, ndo so a nivel de ciéncia
fundamental, como também em muitas &reas cientificas e nas varias industrias onde
estes compostos podem ser aplicados. O presente trabalho incide no estudo das

estruturas secretoras do medronheiro e na caracterizacdo do seu secretado.
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1.2 Arbutus unedo L.

1.2.1 Taxonomia

O género Arbutus pertence a classe Magnoliopsida, ordem Ericales e familia
Ericaceae, que engloba cerca de 2% da diversidade das eudicotiledéneas (Hammami et
al., 2005). Devido a morfologia da flor e do fruto e as suas caracteristicas anatomicas e
fitoquimicas, este género faz parte da sub-familia Arbutoideae, em conjunto com o0s
géneros Arctostaphylos, Arctous, Comarostaphylis, Ornithostaphylos e Xylococcus.
Filogeneticamente, esta sub-familia esta relacionada com as sub-familias Vaccinioideae
e Ericoideae, que incluem, respetivamente, os géneros Vaccinium e Rhododendron.
Devido a sua importancia econémica, varias espécies destes dois géneros tém sido alvo
de programas de melhoramento (Gomes, 2011).

O género Arbutus possui cerca de 20 espécies, existindo na regido do
Mediterraneo apenas 4 espécies: Arbutus unedo e A. andrachne, na regido este do
Mediterréneo, A. pavarii, na costa da Libia, e A. canariensis, nas Ilhas Canérias (Torres
et al., 2002). Para além destas, temos ainda A. menziesii, espontanea na costa Oeste da
América do Norte (Piotto et al., 2001), ocorrendo as restantes espécies no Hemisfério
Ocidental, como sejam A. xalapensis, A. texana, A. peninsulares, A. tessellata, A.
arizonica, A. occidentalis e A. madrensis. Esta Ultima espécie tem uma distribuicdo
Neotropical juntamente com A. xalapensis, sendo a mais difundida e variavel (Gomes,
2011).

A espécie A. unedo, conhecida vulgarmente por medronheiro, pode hibridizar
com outras muito semelhantes com as quais cohabita, existindo dois hibridos, Arbutus x
andrachnoides (A. unedo x A. andrachne), na regido este do Mediterraneo e Arbutus x
androsterilis (A. unedo x A. canariensis), nas Ilhas Canarias (Mereti et al., 2002; Torres
etal., 2002).

1.2.2 Distribuicdo Geogréfica

Arbutus unedo é uma espécie nativa da Regido Mediterranica e Europa
Ocidental, podendo ainda encontrar-se na Irlanda, no Oeste da Franca e no Norte de
Africa (Fig. 1), onde cresce espontaneamente em varios paises, nomeadamente em
zonas rochosas e em solos bem drenados (Torres et al., 2002; Gomes & Canhoto, 2009).

Esta espécie cresce tanto em solos acidos como calcérios (pH 5,0-7,2), preferindo
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substratos siliciosos ou descarbonificados e ocorrendo, por vezes, até aos 1200m de
altitude (Mereti et al., 2002; Torres et al., 2002; Godinho-Ferreira et al., 2005; Celikel
et al., 2008; Ertekin & Kirdar, 2010).

Em Portugal, encontra-se maioritariamente a Sul do Rio Tejo, na regido das
Serras do Caldeirédo e Monchique (Algarve), podendo, contudo, encontrar-se difundido
por todo o pais, incluindo Tras-os-Montes (Pedro, 1994), onde cresce associado a
comunidades arbustivas ou em florestas de Quercus e Pinus (Prada & Arizpe, 2008).
Deste modo, € uma espécie com ampla distribuicdo, desde areas de clima Atlantico, no
Norte, até areas secas e aridas no Sul, ocupando cerca de 15.500 ha (Godinho-Ferreira
et al., 2005).

O medronheiro foi uma das poucas espécies que conseguiu sobreviver aos
periodos de frio do Quaternario, razdo pela qual se adaptou ao clima mediterranico,
tendo, por isso, colonizado vérios habitats (Silva, 2007). Esta adaptacdo é
particularmente visivel ao nivel das folhas, muito embora a atividade fotossintética da
planta e a eficiéncia do uso da agua sejam muito reduzidas durante o periodo de seca
(Tenhunen et al., 1982; Gratani & Ghia, 2002). Apesar deste arbusto ter preferéncia
pelo clima mediterranico onde predomina uma vegetacdo esclerofila, é possivel
encontra-lo noutros locais com diferentes caracteristicas. Assim, devido a atual
distribuicdo desta espécie, existem autores que a consideram sub-mediterranea e que,
juntamente com outras espécies, como Coriaria Myrtifolia, Phillyrea latifolia e
Viburnum tinus, formam um elemento chamado Paleo-Mediterranico da Peninsula
Ibérica, tipico de eras passadas, quando existia um clima subtropical (Torres et al.,
2002).

W .
gy

Figura 1. (A) Distribuicdo de Arbutus unedo na Bacia Mediterranica e Costa Atlantica. (adaptado de Oliveira

et al., 2011) (B) Pormenor da distribui¢do na Peninsula Ibérica. (adaptado de Torres et al., 2002)
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1.2.3 Caracterizacdo Botanica

O medronheiro (Fig. 2A e B) possui porte arbustivo ou arbéreo, com uma altura
entre 1,5 e 3 m, apesar de, ocasionalmente atingir 12 m. A sua copa, sempre verde,
torna-o uma excelente ornamental. E capaz de suportar temperaturas baixas (até -12°C,
Mereti et al., 2002) e é tolerante a seca (Gomes & Canhoto, 2009). As folhas (Fig. 3A e
B) sdo persistentes, simples, alternas, pecioladas, oblonga-lanceoladas, geralmente
serradas, de cor verde claro quando jovens e verde escuro intenso quando adultas.
Ambas as epidermes consistem de uma camada de células com paredes muito espessas,
cobertas por uma cuticula densa. O mesofilo é constituido por duas camadas de células
em palicada, na pagina adaxial, muito regulares, e por parénquima esponjoso,
caracterizado por grandes lacunas, na pagina abaxial. A planta é muito rica em fenois
que se acumulam nas folhas em grandes quantidades (Rotondi et al, 2003). Geralmente,
as folhas séo glabras quando adultas, embora algumas espécies, como A. glandulosa e
A. tessellata possuam pélos glandulares nos peciolos (Sorensen, 1987), assim como em
A. unedo. As flores (Fig. 3C) sdo hermafroditas e tém forma de campanula, dispondo-se
em paniculas pendentes. A corola é urceolada, com cinco pétalas esbranquicadas ou
ligeiramente rosadas. O fruto (Fig. 3D) é o medronho, uma baga esférica com 2-3 cm de
diametro, vermelho escuro quando maduro, com polpa amarelada (Fig. 3E) e varias

pequenas sementes de tegumento castanho. Demora cerca de um ano a amadurecer,

sendo possivel encontrar, na mesma arvore, simultaneamente flores e frutos (Fig. 3F).

Figura 2. Arbutus unedo. (A) No estado selvagem. (B) No Parque de Serralves.
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-

Figura 3. Arbutus unedo. (A) Ramos com folhas jovens (B) e frutos. (Julho) (C) Co

|

njunto de

frutos em desenvolvimento (Janeiro). (D, E) Frutos maduros e respetiva polpa (Novembro). (F)

Frutos em diferentes estados de maturagdo em simultaneo na mesma arvore.

1.2.4 Importancia Ecologica, Econémica e Etnoboténica

O medronheiro tem um importante papel ecoldgico, pois ajuda a manter a
diversidade da fauna, evita a erosdo dos solos, regenera rapidamente ap6s um incéndio e
tem a capacidade de crescer em solos pobres (Gomes & Canhoto, 2009).

Segundo alguns autores, pode também ser utilizado em fitorremediacéo,
nomeadamente contra a contaminacdo por arsenio (Oliveira et al., 2011), e em
programas de fitoestabilizacdo de escombreiras, devido ao facto de tolerar quantidades
elevadas de metais no solo, apresentando concentracfes baixas na parte aérea (Godinho
et al., 2010). Recentemente, Abreu et al. (2014) concluiram que A. unedo pode ser
utilizado em programas de fitoestabilizacdo na area das Minas da Panasqueira, por se
revelar uma espécie pioneira na colonizacdo de areas degradadas e por ser uma nédo
acumuladora de elementos residuais toxicos, uma vez que a concentragdo destes na

parte aérea das plantas ndo representa uma ameaca para 0s Sistemas biologicos. Os
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compostos fendlicos, como as galhocatequinas, produzidos pelo medronheiro podem
também ser importantes na regulagdo do ciclo do azoto, um elemento essencial para a
nutricdo das plantas (Fiorentino et al., 2007). Segundo Castaldi et al. (2009), estes
metabolitos secundarios parecem inibir o processo de nitrificacdo, bloqueando, assim,
as emissOes de azoto para a atmosfera.

Os frutos e o néctar das flores tém uma importancia consideravel nas
comunidades agricolas (Gomes & Canhoto, 2009; Mendes et al., 2011), sendo usados
para a producdo de licores, aguardentes (Fig. 4A), marmeladas, mel (Fig. 4B), geleias,
doces e compotas (Fig. 4C). Segundo infundadas crencas populares, a ingestdo dos frutos
em grandes quantidades pode causar problemas digestivos e mal-estar geral,
supostamente devido ao seu contetdo em alcool. O restritivo especifico unedo, que
deriva do verbo em latim “edo”, que significa comer, e do numeral unus, que significa
um so, indica precisamente comer apenas um (Gonzalez, 2006; Brosse, 2010).

Na medicina tradicional, existe muita informacdo acerca da utilizacdo das
diferentes partes da planta. O medronho, para além dos produtos derivados ja referidos,
é utilizado como agente antisséptico, diurético e laxativo. A partir das folhas sdo feitas
infusdes (Fig. 4D), devido aos efeitos adstringentes, diuréticos, antissépticos urinarios,
antidiarreicos e depurativos. Recentemente, tém sido usadas também na terapia da
hipertensdo, diabetes e no tratamento de doencas inflamatorias. Outras partes da planta,
como as raizes e a casca, podem também ser usadas no tratamento de desordens
gastrointestinais, assim como em problemas uroldgicos e dermatoldgicos, utilizando a
decocc¢do (Oliveira et al., 2011). Devido a grande quantidade de taninos presentes na
casca, esta é também utilizada no curtume de peles (Gomes et al., 2010).

Mais recentemente, o medronheiro tem sido utilizado na floricultura e, como
fonte de biomassa, para a producdo de energia (Metaxas et al., 2004).

Contudo, apesar da evidente importancia desta planta e das suas mais variadas
aplicacdes, continua a ser considerada uma “Neglected or Underutilized Crop” pela
Global Facilitation Unit for Underutilized Species, que sublinha a relevancia e o
potencial desta espécie em Varios sectores, como a cosmética e a industria farmacéutica

(http://www.bioversityinternational.org/).
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M et
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dedronheiro
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4. Produtos derivados do Medronho. (A) Aguardente. (B) Mel. (C) Compota. (D) Infuséo.
(Fontes: http://confrariadomedronhomonchique.blogspot.pt/2012/12/tiago-laginha-gold-regional-nature.html;

Figura
http://www.aljezurswportugal.com/index.php?route=product/product&product_id=98;

http://umapedradesal.blogspot.pt/2012/11/medronhos-e-um-passeio.html; http://alquimyamistyka.blogspot.pt/2012/03/fitoterapia-
modo-de-preparar-os-chas.html)

1.2.5 Fitoquimica

As folhas do Medronheiro possuem diferentes compostos quimicos, tais como
terpenoides, o-tocoferol, 6leos essenciais e compostos fendlicos. Os principais
terpendides encontrados foram o acetato a-aminarina, &cido betulinico e lupeol (Gaspar
et al., 1997) enquanto o conteldo em tocoferol mostrou ser muito dependente da altura
de colheita das amostras (Kivcak et al., 2001).

Na composicdo do 6leo essencial de A. unedo foram caracterizados trinta e sete
constituintes, sendo os componentes principais o trans-2-decenal, a-terpineol, acido
hexadecandico e o trans-2-undecenal (Kivcak et al., 2001).

A fracdo fenolica inclui uma grande variedade de compostos, tais como, taninos,
flavonoides (galato catequina, miricetina, rutina, afzelina, juglanina, avicularina),
glicésidos fendlicos (quercitrina, isoquercitrina, hiperésido) e glucosidos iridoides
(Legsseyer et al., 2004; Carcache-Blanco et al., 2006; Males et al., 2006; Sanjust et al.,
2008). Os polifendis foram também ja quantificados, tendo sido identificados doze
compostos (arbutina, galhato de etilo, arbutina p-hidroxibenzélica, galhoilarbutina,
galhocatequina, catequina, canferol 3-O-a-L- ramnopiranésido, quercetina 3-O-a-L-
ramnopiranésido,  miricetina  3-O-a-L-ramnopiranésido,  canferol  3-O-B-D-
arabinofurandsido, quercetina 3-O-B-D-arabinofuranésido e miricetina 3-O-p-D-
arabinofurandésido) (Fiorentino et al., 2007).

E importante referir também que num estudo em que foi comparado o contelido
total de fendis entre as folhas de A. unedo e o de outras plantas muito conhecidas e

apreciadas pelas suas propriedades, os resultados foram muito semelhantes em todas


http://confrariadomedronhomonchique.blogspot.pt/2012/12/tiago-laginha-gold-regional-nature.html
http://www.aljezurswportugal.com/index.php?route=product/product&product_id=98
http://umapedradesal.blogspot.pt/2012/11/medronhos-e-um-passeio.html
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elas (Malheiro et al., 2012). Estas plantas, intituladas “frutos vermelhos”, séo cada vez
mais procuradas para consumo, pela populacdo em geral, por serem saudaveis. Incluem,
por exemplo, a amora (Rubus sp.), a framboesa (Rubus idaeus e R. occidentalis), o
mirtilo (Vaccinium angustifolium) e o morango (Fragaria x ananassa). Também Serce
et al. (2010), ap6s compararem o contetdo em fenois e a capacidade antioxidante de A.
andrachne com os destes “frutos vermelhos”, concluiram que A. andrachne apresentava
um dos valores mais altos nestes dois aspetos, sendo o fruto deste, por isso, mais
comparavel com a amora, arando e mirtilo, que sdo conhecidos por terem 0s maiores
valores de antioxidantes e conteido em fenois.

Os frutos de A. unedo foram também estudados e concluiu-se que na sua
composicdo quimica existem sacarideos (sacarose e frutose), proteinas, acidos gordos
(cerca de quinze, estando em maior numero os polinsaturados), elementos minerais
(potéssio, célcio e fosforo), compostos fendlicos, acidos organicos (fumarico, latico,
malico, subérico, acido quinico e éacidos citricos) e fenolicos (&cido galhico, gentisico,
protocatecuico, p-hidroxibenzoico, vanilico e m-anisico), vitaminas (E e C) e
carotendides (B-caroteno). O elevado teor de agucares (42%), juntamente com o teor em
acidos (8,62%), podera explicar o sabor agridoce destes frutos. Por outro lado, o sabor
adstringente do fruto imaturo podera ser explicado pelo elevado teor de taninos, visto
que os fendis totais diminuem até a fase madura (Alarcdo-e-Silva et al., 2001). A fracdo
fendlica inclui vérias classes quimicas, como taninos e flavondides derivados de acido
elagico e de acido galhico. A composicao da fracao volatil foi também analisada, tendo
sido encontradas seis classes quimicas (alcoois, aldeidos, esteres, norisoprendides,
sesquiterpenos e monoterpenos), perfazendo um total de 41 compostos volateis, em que
os alcoois estdo em maior quantidade (Oliveira et al., 2011).

1.2.6 Atividades Biologicas

1.2.6.1 Atividade Antioxidante das Folhas

Nos ultimos anos, o interesse por produtos naturais tem aumentado, levando a
uma vasta pesquisa por compostos bioativos, como 0s tdo conhecidos antioxidantes. A
sua importancia e potencial aplicacdo na medicina e nas inddstrias farmacéutica,
guimica e alimentar sdo cada vez maiores.

Muitos dos problemas de salde nas sociedades industrializadas, tais como

doengas cardiovasculares, cancro, diabetes, doencas neurologicas e arteriosclerose,
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parecem estar relacionadas com as espécies reativas de oxigénio (ROS), que
desempenham um papel importante no aparecimento e prevaléncia destas doengas. Uma
possivel forma de prevenir e, eventualmente, diminuir a ocorréncia destas doencas € a
incluséo de alimentos na dieta da populacdo, que devem conter substancias naturais com
atividade antioxidante. Desta forma, estas substancias poderdo bloquear os radicais
livres e, assim, prevenir o stress oxidativo celular (Malheiro et al., 2012). A. unedo é
uma espécie capaz de nos fornecer estas substancias (Fig. 5).

Oliveira et al. (2009), levaram a cabo estudos sobre a capacidade antioxidante de
A. unedo através de quatro métodos distintos: o poder redutor sobre o complexo Fe
(lIM)/ferricianeto, o efeito bloqueador de radicais de DPPH (2,2-defenil-1-picril-
hidazilo), o efeito sequestrante de radicais superdxido e a quantificacdo dos fenois
totais. Estes autores mostraram que o teor em fenois totais era superior nos extratos
etandlicos, seguido pelo aquoso, metanodlico, e, por fim, dietiléter. O extrato etanolico
foi 0 que apresentou maior poder redutor (EC50 232,7 ug/mL) e efeito bloqueador de
radicais de DPPH (EC50 63,2 ug/mL), seguido pelo extrato aquoso (respetivamente,
EC50 287,7 ug/mL e 73,7 ug/mL). Quanto ao efeito bloqueador de radicais superoxido,
foi nos extratos metanolicos que se obtiveram melhores resultados (EC50 6,9 pg/mL).
Mendes et al. (2011) e Malheiro et al. (2012) obtiveram resultados semelhantes,
verificando que tanto o contelddo fendlico como o poder redutor é claramente superior
nas folhas, quando comparados com os obtidos nos frutos. Estes autores avaliaram
também o efeito protetor de extratos das folhas e frutos de A. unedo através da inibicao
da hemdlise dos eritrocitos e peroxidacdo de lipidos mediante radicais peroxil. Mais
uma vez, o extrato das folhas mostrou ter um efeito protetor superior ao dos frutos. A
extensdo da peroxidacdo lipidica foi avaliada através da medicdo da formacgdo de MDA
(malondialdeido), um produto carbonil derivado dos danos da oxidacdo lipidica. No
tratamento com extratos de folhas e frutos na concentracdo mais elevada, durante 3h, os
niveis de MDA reduziram para 61% e 56%, respetivamente, nas células tratadas com
AAPH (2,2" — azobis (2-amidinopropano) diidroclorido), sendo o extracto das folhas,
portanto, mais ativo nesta diminui¢do. Na inibicdo da peroxidacdo de lipidos, os valores
de ECsp, definidos como a quantidade de extrato que inibe 50% da peroxidagdo de
lipidos induzida por AAPH, foram respetivamente 0,0754+0,014 e 0,732+0,452 mg de
extrato/mL para as folhas e frutos, revelando também que nas folhas o poder de inibicéo

€ maior.
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| Antioxidants of A. unedo l
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Figura 5. Compostos antioxidantes presentes em A. unedo (adaptado de Oliveira et al., 2011).

1.2.6.2 Atividade Antimicrobiana das Folhas

O extrato das folhas de A. unedo foi ja testado contra a atividade de bactérias e
fungos, nomeadamente contra bactérias Gram positivas (Bacillus cereus, B. subtilis,
Staphylococcus aureus e S. epidermidis), bactérias Gram negativas (Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa) e os fungos Candida albicans, C. krusei, C. parapsilosis e C.
glabrata (Malheiro et al., 2012).

Os valores da concentracdo minima inibitoria (MIC) para estes microrganismos
foram determinados para avaliar o potencial antimicrobiano do extrato das folhas. As
bactérias Gram positivas foram mais suscetiveis ao potencial antimicrobiano do extrato,
com valores de MIC de 1 mg/mL. A inibi¢do do crescimento foi maior em B. cereus e
B. subtilis, sequido de S. epidermidis. Para P. aeruginosa e S. aureus registaram-se
valores de MIC de 2,5 mg/mL, sendo E. coli a bactéria mais resistente (MIC de 5
mg/mL). No geral, as bactérias Gram negativas revelaram maior resisténcia as
propriedades do extrato do que as bactérias Gram positivas. Os fungos mostraram-se

resistentes a todas as concentragdes testadas. Apos diversos testes utilizando varios
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extratos da planta, estes autores referem que as propriedades antimicrobianas podem
estar correlacionadas com os flavonoides.

Testes adicionais com extratos etanolicos das folhas de A. unedo contra bactérias
Gram positivas (S. aureus e S. epidermidis), Gram negativas (E. coli, Enterobacter
cloacae, Enterococcus faecalis e Salmonella typhimurium) e contra fungos (C.
albicans), mostraram que estes extratos tém a capacidade de inibir o crescimento de
todas as bactérias referidas (Oliveira et al., 2011). Orak et al. (2011) mostraram também
que as folhas de A. unedo exibem atividade antibacteriana contra S. aureus, mas nédo
revelam efeito inibitorio contra E. coli e Salmonella enteritidis. Para além disso,
mostraram que as folhas tinham efeito antifingico contra dois fungos aflatoxigénicos,
Aspergillus parasiticus NRRL 2999 e NRRL 465.

Trichomonas vaginalis € um protozoario flagelado que geralmente causa
doencas sexualmente transmissiveis. Apesar de ser tratado com medicamentos (5-
nitroimidazole), este microorganismo revela-se cada vez mais resistente, sendo
necessarias novas alternativas. Num estudo em que se testaram, in vitro, extratos
etanolicos, aquosos, de acetato de hexano e de etilacetato das folhas de A. unedo contra
este protozoario, o extrato de etilacetato foi o mais efetivo, com uma taxa de inibicéo de
crescimento (Growth Inibition rate-GI) de 100%, na concentracdo de 500ug/ml
(Ertabaklar et al., 2009).

Kivcak et al. 2009 testaram, in vitro, diferentes extratos das folhas de A. unedo
(etandlico, aquoso e n-hexano) contra a leishmaniose, provocada por protozoarios do
género Leishmania, parasitas unicelulares transmitidos, maioritariamente, através de
uma picada de mosquito. Causam graves infecOes cutaneas e podem afetar tanto
humanos como animais, dependendo muito da localizacdo geografica. De entre 0s
extratos testados, o etandlico (concentracdo de 100, 250, 500 pg/ml), mostrou ser 0 mais
efetivo, 0 que levou estes autores a inferir que este extrato podera ser, futuramente, um

agente promissor contra esta doenca.
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1.3 PROPAGACAO DO MEDRONHEIRO

1.3.1 Germinacao de Sementes

Uma semente, em estado de dorméncia, pode ndo germinar mesmo quando as
condi¢des ambientais sao favoraveis. A inibicdo da germinacdo pode dever-se a dureza
e impermeabilidade do tegumento, a “dorméncia do embrido”, ou a ambos os fatores. A
regulacdo da germinacgdo das sementes é controlada através de interacfes hormonais,
sendo estas responsaveis pela dorméncia do embrido. Normalmente, isto acontece
devido a desordens no balango entre substancias que causam inibicdo e substancias que
causam o crescimento do embri&o (Smiris et al., 2006).

Na natureza, alguns fatores como as secas, mudancas de temperatura, a
passagem pelo trato digestivo de animais e a atividade de bactérias e fungos, podem
resultar na permeabilidade do tegumento, pelo que a absorcdo de agua e oxigénio é
facilitada. Artificialmente, isto pode ser conseguido através da escarificacdo do
tegumento, pelo tratamento com acido sulfurico concentrado ou com &gua quente, pela
estratificacdo, pelo fotoperiodo ou pela aplicacdo de reguladores de crescimento (Tilki,
2004; Demirsoy et al., 2010; Ertekin & Kirdar, 2010).

As sementes de A. unedo tém uma taxa de germinagdo muito baixa, que ronda 0s
4,2%. Este facto deve-se a presenca de algumas substancias inibitorias difundidas pelo
fruto que provocam o estado de dorméncia (Ertekin & Kirdar, 2010). Deste modo, o0
medronheiro € dificil de propagar através de semente, sendo a dorméncia do embrido o
principal fator responsavel pela baixa taxa de germinagio. E necessario, portanto,
recorrer a métodos que permitam quebrar este estado.

No género Arbutus, o &cido abscisico (ABA) tem um papel importante na
inibicdo da germinacdo das sementes, enquanto as giberelinas (GASs), que promovem a
germinacdo, parecem ser as substancias de crescimento enddgenas mais importantes
(Smiris et al., 2006). Alguns autores sugerem que a taxa de germinagdo aumenta com a
concentracdo de acido giberélico (GA3) e que, em todos 0s gendtipos testados, a
crescente duracdo da estratificacdo a baixas temperaturas faz aumentar a taxa de
germinacdo (Demirsoy et al., 2010). Cré-se que o efeito promotor de GA; se deva a
mobilizacdo das reservas armazenadas e ao rédpido desaparecimento do ABA e
polipeptideos inibidores, que existem em abundancia em sementes no estado de

dorméncia. Outros reguladores de crescimento foram também aplicados para quebrar
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este estado, tais como citocininas (benziladenina) e poliestimulinas, e em todos o0s
tratamentos efetuados as taxas de germinacdo aumentaram (Ertekin & Kirdar, 2010).
Recorrendo ao método de estratificacdo, Demirsoy et al., (2010) obtiveram
resultados interessantes. Em A. andrachne, 12 e 16 semanas de estratificacdo resultaram
em 86% e 87% de germinacdo, respetivamente. Em A. menziesii, ap6s 40 dias de
estratificacdo foi possivel obter uma taxa de germinacéo de 87%, sendo que as sementes
que ndo sofreram este tratamento tiveram uma taxa de germinacao de apenas 2%. Em A.
unedo verificou-se a inexisténcia de uma diferenca significativa na percentagem de

germinacao entre as 9 (86%) e 16 (84%) semanas de estratificacao.

1.3.2 Cultura in vitro

As técnicas de micropropagacdo in vitro sdo usadas quando se pretende melhorar
uma espécie e como uma alternativa aos métodos convencionais, quando estes falham.
Sdo particularmente importantes quando o objetivo é a manutencdo de um determinado
gendtipo de interesse nas plantas propagadas (Canhoto, 2010; Gomes, 2011).

Estas técnicas baseiam-se na totipoténcia das células vegetais, que possibilita
estabelecer e manter, em laboratorio, as vérias partes constituintes de uma planta, como
sejam células, tecidos ou o6rgdos. Uma das grandes vantagens destas técnicas € a
obtencdo de um elevado numero de plantas a partir de um Gnico individuo. Para além
disso, é necessaria apenas uma pequena quantidade de material e espaco e a producédo
pode manter-se uniforme ao longo do ano (inexisténcia de sazonalidade). Outras
vantagens sdo o armazenamento de material por longos periodos de tempo (conservagao
de espécies) e o facto de todo o processo ser realizado em condicdes assépticas e
controladas, garantindo assim a qualidade fitossanitaria das plantas obtidas (Chawla,
2010; Gomes, 2011). H4, contudo, que ter em conta algumas desvantagens, como sejam
a ocorréncia de variagdo somaclonal e a vitrificagdo (Chawla, 2010).

Em A. unedo, tal como acontece noutras espécies, a propagacao através de
semente ndo € sindnimo de estabilidade genética, pelo que algumas caracteristicas de
interesse podem ser perdidas. Através de metodos convencionais, Como 0 enraizamento
de estacas, podem ser feitos ensaios de propagacdo vegetativa, sendo estes métodos
mais morosos e menos eficientes que os métodos de micropropagacdo, que se revelam
uma alternativa mais viavel (Canhoto, 2010; Gomes, 2011). Algumas técnicas de
micropropagacdo, como a embriogénese somatica, organogenese e proliferacdo de

meristemas axilares, foram ja aplicadas na propagacdo in vitro de plantas lenhosas,
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sendo esta Ultima técnica a mais usada na propagacéo de Ericiceas (Gomes & Canhoto,
2009). O medronheiro foi ja propagado através deste método, quer a partir de material
jovem, quer a partir de material adulto, tendo-se, neste caso, obtido melhores resultados,
devido ao conhecimento do genotipo. Outros membros desta familia, tais como Arbutus
xalapensis, Kalmia latifélia, Oxydendrum arboreum, Rhododendron, e algumas
espécies do género Vaccinium, foram também ja micropropagadas (Gomes & Canhoto,
2009).

1.4 ESTRUTURAS SECRETORAS

1.4.1 Classificacdo e Caracterizagao

Todas as partes de uma planta podem conter estruturas secretoras, quer na
superficie dos 6rgdos vegetais (estruturas secretoras externas), quer no interior de
tecidos vegetais (estruturas secretoras internas). Estas estruturas, constituidas por
células especializadas na sintese e/ou acumulacdo e eliminacdo de variadas secreces,
podem encontrar-se em raizes, caules, folhas, brécteas, sépalas, pétalas, estames,
gineceu, sementes e frutos, variando as suas funcdes consoante a sua localizacdo na
planta (Bruneton, 1991; Hallahan & Gray, 2000). Este facto, aliado a grande diversidade
das estruturas secretoras em termos morfoldgicos, estruturais, ontogénicos, de
composicdo quimica do secretado e modo de secrecdo, entre outros, torna a sua
classificacdo muito dificil e, por vezes, controversa (Hallahan & Gray, 2000). Na
verdade, diferentes autores utilizam, por vezes, a mesma terminologia para estruturas
distintas ou diferentes terminologias para 0 mesmo tipo de estrutura. Ainda assim, a
grande diversidade das estruturas secretoras torna-as um importante carater taxonémico
devido, especialmente, a constancia das suas caracteristicas nos taxa em que ocorrem.
Neste trabalho, seguir-se-a4, maioritariamente, a terminologia descrita por Ascensao
(2007).

De um modo geral, as estruturas secretoras internas (Fig. 6A,B) incluem os
idioblastos, laticiferos, cavidades ou bolsas secretoras e canais ou ductos secretores.

Os idioblastos (Fig. 6B) sdo, maioritariamente, células hipertrofiadas, maiores
do que as células adjacentes, que ocorrem isoladas e contém taninos, mucilagem, 6leos
essenciais, resinas ou uma mistura de todos estes secretados (Evert, 2006; Ascensao,

2007). Os idioblastos de mucilagem possuem geralmente tipicas paredes celulares
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celulésica-pécticas, enquanto os idioblastos de dleos tém na sua constituicdo uma
camada de suberina, que compartimenta a secrecdo protegendo, assim, as células
adjacentes de compostos toxicos (Ascensdo, 2007).

Os laticiferos estdo envolvidos na producdo de latex e consistem ou de uma
fileira de células que se fundem entre si ou de uma célula individual, muito alongada.
Assim, podem ser articulados ou néo articulados e, ao acompanharem frequentemente o
tecido vascular, ocorrem associados aos tubos floémicos ou aos raios xilémicos (Evert,
2006; Fahn, 1979; Ascensdo, 2007).

As cavidades ou bolsas secretoras sdo0 mais ou menos esféricas e resultam do
afastamento de células de parénquima, ao longo da lamela média, ou da desintegracdo
destas células. Na sua constituicdo tém geralmente uma camada epitelial secretora, que
rodeia uma cavidade central ou Iimen onde o secretado é langado. Nalguns casos,
porém, sdo preenchidas por células de parede fina, que também produzem e armazenam
o0 secretado. Este, tem composicdo quimica variavel, consistindo geralmente de material
resinifero, mucilaginoso ou 6leos essenciais. (Fahn, 1990; Hallahan & Gray, 2000;
Svoboda et al., 2000).

Os canais ou ductos secretores (Fig. 6A) sdo constituidos por cavidades
alongadas, que podem ramificar-se e formar uma rede complexa desde o caule até as
folhas, flores e frutos. Tal como as bolsas secretoras, o secretado dos canais secretores
possui também composicdo quimica variavel, possuindo algumas familias de plantas
simultaneamente bolsas e canais (Evert, 2006; Fahn, 1990; Hallahan & Gray, 2000;
Ascensao, 2007)

As estruturas secretoras externas (Fig. 6C-N) sdo bastante mais variadas que as
internas e incluem, entre outros, hidatodos, osmoéforos, nectarios e 0s genericamente
designados pélos ou tricomas e emergéncias, muito embora alguns autores considerem
os hidatodos, nectarios e emergéncias como estruturas tricomatosas (Fahn, 1979;
Hallahan & Gray, 2000).

Hidatodos s&o estruturas envolvidas na secre¢do de agua, ou solugbes aquosas de
solutos orgénicos e inorganicos, através de um processo designado por gutacdo (Evert,
2006; Castro & Machado, 2006).

Os osmoforos séo areas do tecido floral com células secretoras estruturalmente
diferentes das células adjacentes e que produzem e libertam compostos volateis

associados ou ndo a atracdo de polinizadores (Endress, 1994; Wiemer et al., 2009).
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No que diz respeito aos nectarios (Fig. 6C), tratam-se de glandulas produtoras de
uma secrecdo agucarada, chamada néctar. Podem ser unicelulares ou multicelulares e
florais, quando presentes nos 6rgdos reprodutivos e envolvidos diretamente na atracdo
de polinizadores, ou extraflorais, quando presentes nas pecas florais estéreis e/ou nos
0rgdos vegetativos e ndo estdo associados diretamente & polinizagcdo (Fahn 1979,
Hallahan & Gray, 2000; Paccini et al., 2003; Nicolson et al., 2007).

Tricomas sdo, por definicdo, projecdes epidérmicas presentes nos diversos
orgdos das plantas, constituindo o seu indumento. A grande diversidade destas
estruturas faz com que a sua classificacdo ndo seja facil, pelo que a maior distingcdo é
entre tricomas glandulares ou secretores e tricomas ndo glandulares ou de revestimento
(Hallahan & Gray, 2000).

Os tricomas de revestimento (Fig. 6D) podem ser unicelulares ou pluricelulares,
unisseriados ou multisseriados, simples ou ramificados, com as ramificacbes de varios
tamanhos, iguais ou ndo entre si e dispostas num unico plano (horizontal e vertical) ou
em varias camadas, como um tufo. Atendendo a sua morfologia e constituicdo, sdo
muitas vezes designados filamentosos, dendriticos, estrelados, entre outros (Hallahan &
Gray, 2000; Ascensdo, 2007).

Por sua vez, os tricomas glandulares (Fig. 6C), distinguem-se dos tricomas de
revestimento por apresentarem células que sintetizam e/ou libertam produtos de
secre¢do, de aspeto denso ou hialino. Tal como os tricomas ndo glandulares, podem ser
unicelulares ou, mais frequentemente, pluricelulares, unisseriados ou multisseriados e
com formas, dimensdes e tipo e modo de secrecdo muito variadas. Segundo Ascensdo
(2007), a classificacdo destes tricomas deve ser baseada na interacdo de vérios fatores,
sendo a caracteristica principal o tipo de produtos secretados ou absorvidos, 0s quais
podem ser identificados através de testes histoquimicos.

Embora ndo exista uma classificacdo totalmente satisfatéria, os tricomas
glandulares pluricelulares sdo normalmente distinguidos em peltados e capitados. Os
primeiros (Fig. 6E) sdo formados por uma célula basal, um pediculo curto e uma cabeca
com células secretoras organizadas de modo diverso. Os tricomas capitados (Fig. 6F)
sdo constituidos por uma célula basal, um pediculo uni ou pluricelular, longo ou curto,
mas sempre maior que metade da altura da cabeca, sendo esta formada por uma ou duas
células (Werker et al., 1985; Abu-Asab & Cantino, 1987; Hallahan & Gray, 2000;
Ascensdo, 2007).
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As emergéncias (Fig. 6H) sdo muito semelhantes aos tricomas glandulares,
ambos com uma ampla distribuicdo nas angiospérmicas. No entanto, enquanto 0s
tricomas tém origem em células da protoderme, na ontogenia das emergéncias estéo
envolvidas, para além de células epidérmicas, células de tecidos subjacentes,
parénquima ou mesmo tecidos condutores. Deste modo, sem estudos ontogénicos torna-
se dificil distinguir entre estes dois tipos de estruturas, sendo, por isso, muitas vezes as
emergéncias designadas como tricomas (Uphof, 1962; Hallahan & Gray, 2000;
Ascensao, 2007).

Os coléteres (Fig. 6H) sdo apéndices ou emergéncias pluricelulares, sésseis ou
pediculados, formados por tecido epidérmico e subepidérmico, que secretam uma
mistura de mucilagem e terpenos de consisténcia pegajosa (Fahn, 1979). Sdo comuns
nas escamas das gemas de muitas plantas lenhosas (por exemplo, Aesculus, Betula,
Carya, Malus) e em folhas jovens. Esta secrecdo parece proteger os 0rgaos vegetativos
e reprodutivos em diferenciacdo contra a dessecacdo, atuando a porcéo lipofilica como
dissuasor contra microorganismos (Demarco, 2005).

As glandulas de sal (Fig. 6J), presentes em folhas de espécies haléfitas, secretam
0 excesso de sal sob a forma de solucdes salinas que podem variar na sua composicao e,
também substancias organicas (Waisel, 1972; Hagermeyer & Waisel, 1988). Possuem
uma espécie de cabeca unicelular ou multicelular, composta de células que produzem a
secrecdo e que estdo situadas na extremidade de um pedunculo de células nédo
glandulares. Alguns exemplos sdo Monarda fistulosa (Lamiaceae), Atriplex e Phillyrea
latifolia (Hallahan & Gray, 2000).

Em espécies das familias Euphorbiaceae, Hydrophyllaceae, Loasaceae e
Urticaceae estdo presentes tricomas urticantes (Fig. 6K), que produzem uma secre¢ao
que provoca reacGes alérgicas e dor. O tricoma consiste, neste caso, de uma Unica
célula, bolbosa na base e gradualmente afilada em direcdo ao apice, de modo que a
regido entre a base e o apice assume o aspeto de um fino tubo capilar (Castro &
Machado, 2006).

Nas folhas das plantas carnivoras, particularmente em Dionaea (Fig. 6L),
Drosophyllum, Pinguicula e Nepenthes, para além de nectarios e tricomas secretores de
mucilagem, encontram-se um tipo particular de tricomas, que sdo glandulas digestivas,
produtoras de enzimas digestivas. Em Drosera, estas enzimas sdo produzidas por

emergéncias vascularizadas (Castro & Machado, 2006).
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Figura 6. Exemplos de estruturas secretoras. (A, B) Estr

transversal de canais secretores do caule de Tapirira guianensis. Barra = 100um (adaptado de Ascenséo,
2007). (B) Células do floema contendo 6leos, na arvore da tulipa (Liriodendron). Do lado direito, um
idioblasto contendo mucilagem, no floema de Hydrangea paniculata. Barras = 0,1mm (adaptado de
Esau, 1977). (C-N) Estruturas secretoras externas. (C) Esquemas de tricomas secretores de material
lipofilico (adaptado de (Hallahan & Gray, 2000). (D) Tricoma peltado, rodeado de tricomas ndo
secretores, em P. madagascariensis. (E) Tricomas peltados na superficie externa da corola de
Plectrathus madagascariensis. (F) Tricoma capitado de pediculo longo, em fase secretora, na folha de P.
ornatos. (G) Tricomas elipsoidais de P. laxiflorus. Barras = 25um (adaptado de Ascensdo, 2007). (H)
Coléteres/femergéncias nas bracteas de Oncidium flexuosum. Barra = 200um (adaptado de Mayer et al,
2011). (1) Nectério floral de Phyllanthus acidus. Barra = 50um. (J) Glandulas de sal e cristais na lamina
foliar de Distichlis spicata. (K) Tricoma glandular de Urtica didica. (L) Estrutura de um tricoma
glandular de Drosera sp. (adaptado de Cardoso, 2011) (M) Porgdo de um primérdio foliar mostrando
diferentes estados ontogénicos de tricomas produtores de oleoresinas. (N) Tricomas glandulares, num
primérdio foliar, em diferentes estados precoces de desenvolvimento. Barras = 100um (adaptado de
Meira et al, 2014).
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1.4.2 Composicao e Funcdes das Secrecdes

As plantas produzem uma enorme variedade de secre¢des. Em alguns secretados
estd presente uma grande variabilidade de produtos biossintetizados, tais como
proteinas, lipidos (Fig. 6C), polissacarideos, sais (Fig. 6J), 6leos essenciais, resinas (Fig.
6M), fendis, mucilagens e pectinas, sendo estes secretados caracteristicos de algumas
familias, tais como Asteraceae, Geraniaceae, Lamiaceae, Plumbaginaceae, Rubiaceae,
Solanaceae e Verbenaceae (Hallahan & Gray, 2000; Ascensdo, 2007). Muitos destes
compostos sdo biologicamente ativos, tendo um papel importante no sucesso evolutivo
das espécies onde ocorrem.

De entre estes compostos, 0s 6leos essenciais tém um especial interesse do ponto
de vista econdémico, pois podem ser aplicados nas mais diversas industrias, como
farmacéutica, alimentar, cosmética, agricultura, na apicultura e na criacdo animal
(Proenca da Cunha, 2007). Os 6leos essenciais sdo metabolitos secundarios de baixo
peso molecular, volateis e com propriedades odoriferas caracteristicos das plantas
aromaticas (Kisser, 1958; Sangwan et al., 2001). S8o compostos maioritariamente por
terpendides (Sangwan et al., 2001), sendo 0s monoterpenos e 0s sesquiterpenos 0s mais
frequentes (Proenca da Cunha et al., 2005). Na maioria das vezes, localizam-se em
tricomas glandulares (secretores), tendo a correlacdo entre a presenca de tricomas
glandulares e a acumulacdo de Oleos essenciais sido logo referida nas primeiras
investigacGes sobre a anatomia das plantas (Uphof, 1962). Estes compostos tém um
papel importante nas interacfes das plantas com o meio que as envolve (Paiva, 2000;
Harborne, 2001; Gang, 2005), nomeadamente na regulacdo do seu balanco hidrico
(Proenca da Cunha et al.,, 2005). De todas as acBes bioldgicas, as atividades
antibacteriana e antifungica sdo as que mais frequentemente tém sido atribuidas aos
Oleos essenciais (Milhau et al.,, 1997; Dadalioglu e Evrendilek, 2004). Mais
recentemente, Edris, (2007) refere que eles tém potencial farmacéutico e terapéutico, na
prevencdo e supressdo de cancros, em doengas cardiovasculares e na aromoterapia. No
entanto, deve garantir-se sempre a seguranca de quem os utiliza e a eficacia deve ser
demonstrada através de estudos analiticos (Tisserand & Balacs, 1995). Tanto a
producéo de Oleos essenciais como de resinas pelos tricomas glandulares é caracteristica
de diversas familias, como as Asteraceae, Lamiaceae, Verbenaceae, Rubiaceae,
Geraniaceae, Solanaceae e Plumbaginaceae (Metcalfe & Chalk, 1983). As resinas séo

constituidas por uma mistura de terpenos volateis e ndo-volateis (Goodwin & Mercer,
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1983; Hallahan & Gray, 2000). Segundo Voigt & Gorb (2010), em Roridula, estas
resinas sdo misturas de diversos compostos tais como, terpendides, acidos gordos e
flavondides, usualmente produzidos por glandulas especializadas situadas na superficie
dos tecidos. Referiram também que, estas sdo usualmente encontradas em folhas de
plantas que crescem em regides semi-aridas.

O material sintetizado pelas células secretoras pode permanecer dentro do
protoplasto destas células ou ser libertado para o espago subcuticular, que se forma por
distensdo da cuticula (Ascensdo & Pais, 1987; Ascensdo et al., 1995; Ascensao et al.,
1997; Ascensdo & Pais, 1998; Ascensdo et al., 1999). Mais tarde, a cuticula rompe-se e
a secrecdo é eliminada. Aparentemente, em algumas espécies este processo pode ocorrer
apenas uma vez ou, entdo, a cuticula pode regenerar, repetindo-se a acumulagdo sub-
cuticular (Evert, 2006). A eliminacdo da secrecdo do espacgo sub-cuticular ocorre por
poros cuticulares ou por rutura da cuticula. A rutura da cuticula pode ser um processo
espontaneo, devido a pressdo do secretado, ou pode ser provocada por fatores abioticos
(aumento da temperatura) ou bioticos (herbivoros ou insectos) (Fahn, 1988; Ascensao et
al., 1999). Concluida a fase de secrecdo, as células glandulares sofrem geralmente
degenerescéncia, levando ao colapso da cabeca glandular do tricoma e a sua perda de
funcionalidade (Croteau, 1988; Ascensdo, 2007).

Os tricomas glandulares encontram-se predominantemente em 6rgdos jovens em
pleno crescimento (Fig. 6N) podendo persistir durante toda a vida da planta, apenas uma
parte ou cair precocemente. Em algumas espécies, a sua frequéncia (nimero por
unidade de superficie) parece ser constante, o que implica a sua producdo continua. Na
maioria das espécies, porém, a frequéncia decresce com a idade do 6rgdo, sendo o
namero final de tricomas estabelecido numa fase precoce do seu desenvolvimento, o
que leva a crer que estes tém uma funcdo protetora nas fases iniciais de
desenvolvimento (Ascensdo & Pais, 1987; Ascensdo et al., 1998; Ascensdo et al.,
2001). Os tricomas apresentam diversas funcbes (Hallahan & Gray, 2000), tais como
protecdo contra fatores externos, como por exemplo a herbivoria, agentes patogénicos
(Levin, 1973), luminosidade excessiva, temperaturas extremas e perda excessiva de
agua (transpiracdo). Para alem disso, estdo também relacionados com a alelopatia,
absorcdo de agua, secrecdo de sal, e podem tambeém funcionar como tricomas atrativos
em plantas insectivoras e para a polinizagdo (Fahn, 1979; Juniper et al., 1989; Owen &
Thompson, 1991).
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Nas plantas insetivoras, as glandulas digestivas secretam enzimas que digerem o
corpo dos insetos capturados. De entre as enzimas ja identificadas, as esterases,
fosfatases &cidas e proteases estdo em maior quantidade comparativamente as
peroxidases, amilases, lipases e invertases. Estudos autorradiograficos revelaram que as
células secretoras das glandulas digestivas reabsorvem e reintegram os produtos do
material digerido (insetos) no metabolismo da planta, fornecendo assim as quantidades
de minerais, nomeadamente fosfato e azoto, elementos vestigiais e carbono organico
necessarias a planta (Castro & Machado, 2006; Ellison, 2006; Adlassing et al., 2009;
Sirova et al., 2010).

1.4.3 Estruturas Secretoras no Género Arbutus

Os estudos respeitantes as estruturas secretoras no género Arbutus sdo muito
escassos. Nos peciolos das folhas de A. glandulosa e A. tessellata, Sorensen (1987)
verificou a presenca de pélos glandulares (Fig. 7), salientando que estes apresentam
variacdes nas duas espécies, nomeadamente em termos de comprimento, sendo maiores
em A. tessellata. Contudo, o estudo visou apenas a taxonomia, ndo estabelecendo o
autor qualquer ligacdo com a producdo de substancias de secrecdo. Também Becerra &
Ezcurra, (1986), num estudo sobre a relagdo dos pélos glandulares nas folhas, peciolo e
ramos de A. glandulosa com a herbivoria e os limites morfoldgicos difusos entre A.
glandulosa e A. xalapensis, verificaram que este tipo de pélos é a caracteristica mais
comum utilizada para distinguir as duas espécies. Para além disso, concluiram que as
espécies glabras sdo mais sensiveis a herbivoria, nomeadamente perante a larva
Eucheira socialis. Em A. unedo, tanto quanto sabemos, ndo existem estudos sobre as
estruturas secretoras. No entanto, como ja antes referido, Kivcak et al., (2001) isolaram
e analisaram a composicdo do Oleo essencial desta espécie, com exemplares
provenientes da Turquia, o que infere a presenca de estruturas secretoras, embora neste

estudo elas ndo tenham sido referidas.

Figura 7. Pélos glandulares em Arbutus glandulosa (A) e

Arbutus tessellata (B) (adaptado de Sorensen, 1987).
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1.5 OBJETIVOS

Por tudo o que ja foi referido, o medronheiro, até agora considerado uma espécie
NUC, tem-se revelado cada vez mais com grandes potencialidades (Gomes & Canhoto,
2009). Assim, nos altimos anos tem sido feita intensa investigacao nesta espécie, com
vista ao seu melhoramento e a producdo de medronho de qualidade. O conhecimento
das suas estruturas secretoras, porém, é escasso, ou mesmo nulo, apesar do potencial
interesse econdémico de muitos dos compostos quimicos presentes no secretado. Deste
modo, o principal objetivo deste trabalho incidiu na caracterizacdo das estruturas
secretoras de medronheiro. Para atingir esse objetivo, este trabalho focou os seguintes
aspectos:

- caracterizacdo morfoldgica e estrutural das estruturas secretoras de Arbutus
unedo;

- comparacdo das estruturas secretoras presentes nas plantas crescidas in vitro e
in vivo;

- determinacédo do padrédo de distribuicdo das estruturas secretoras consoante 0s
diversos estadios de desenvolvimento numa mesma planta;

- caracterizacdo histoquimica dos principais grupos de compostos quimicos
presentes no secretado;

- isolamento e analise quimica dos eventuais Oleos essenciais presentes nas
estruturas secretoras;

- extraccdo e quantificacdo das proteinas existentes no secretado;

- avaliacdo da atividade protedsica da secrecao.
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2.1 MATERIAL VEGETAL

Neste trabalho foram utilizados ramos de medronheiros crescidos no campo, em
Oliveira do Hospital e em Coimbra, bem como ramos de medronheiros obtidos atraves
da germinacdo de sementes. Foram também utilizados clones de medronheiro,
C21904FS, estabelecidos previamente in vitro, em meio solido, e plantas previamente
estabelecidas em meio liquido*, correspondentes ao clone P, para cultura in vitro. Para
todos os ensaios, foi sempre utilizado material fresco, nomeadamente primordios

foliares, folhas e caules das plantas crescidas in vitro e in vivo.

2.2 PROPAGACAO DO MEDRONHEIRO

2.2.1 Germinacdo de Sementes

Foram utilizadas sementes adquiridas ao CENASEF (Centro Nacional de
Sementes Florestais), que foram esterilizadas e colocadas a germinar em diferentes
condicdes (Fig. 8).

As sementes foram mergulhadas, durante alguns minutos, em agua destilada
contendo 1-2 gotas de Tween 20, de modo a reduzir a tensdo superficial. De seguida,
fez-se uma lavagem rapida (cerca de 30 s) em etanol 70%, uma lavagem de 10 min
numa solucdo de hipoclorito de calcio 7,5% (w/v; Merck) e trés lavagens em &agua
bidestilada esterilizada, numa camara de fluxo laminar. As sementes foram depois
distribuidas por caixas de Petri de vidro esterilizadas (10 cm de didmetro), com o fundo
revestido com um disco de papel de filtro e algoddo, previamente humedecidos com
agua bidestilada esterilizada. Utilizaram-se 12 caixas de Petri e em cada uma
colocaram-se 20 sementes, perfazendo um total de 240 sementes. O controlo consistiu
de 3 caixas, que foram colocadas numa estufa a 26°C, na obscuridade, enquanto as
restantes foram mantidas a 4°C durante 14 (5 caixas) e 21 dias (4 caixas), e sO depois

transferidas para a estufa a 26°C.

* As plantas para cultura in vitro foram cedidas pelo Mestre Jodo Martins.
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Figura 8. Representacdo esquematica da esterilizacdo e germinacdo de sementes de Arbutus
unedo.

A formacdo de plantulas foi registada ao longo de 40 dias, que inclui o tempo
em que permaneceram a 4°C e o tempo na estufa. De entre as plantulas mais
desenvolvidas, foram selecionadas 44, que foram transferidas para recipientes com um
substrato composto por terra esterilizada. As plantulas foram depois regadas e 0s
recipientes, cobertos por plastico durante as primeiras 2-3 semanas, foram colocados
numa camara de cultura (Fitoclima 1000 EHHF), a 20°C, 70% de humidade e
fotoperiodo de 12 h. Apds atingirem um crescimento consideravel, cerca de 10 cm,
foram transferidas para recipientes individuais maiores e colocadas numa estufa

exterior.

2.2.2 Cultura in vitro

Foi utilizado o meio de cultura Fossard modificado, constituido pelos
macronutrientes (50ml/L) e vitaminas (20ml/L) de Fossard (De Fossard et al., 1974),
micronutrientes de MS (2mg/L; Murashige & Skoog, 1962), sacarose 0,044 M e um
regulador de crescimento (BAP, 2mg/L). Para a preparacdo deste meio, as quantidades
de cada componente foram pipetadas a partir de solucGes stock e, apds a dissolugdo da
sacarose com o auxilio de um agitador magnético, foi adicionada agua bidestilada até
perfazer o volume total da solucdo. O pH do meio foi ajustado a 5,65 com solucdes
stock de 0,01 e 1,0 M de HCI ou NaOH, tendo depois sido adicionado o agente

gelificante agar-agar (6g/L; Cultimed). Para a dissolucdo do agar, a solugdo foi
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primeiramente aquecida e depois distribuida por tubos de ensaio, que foram
autoclavados a 120°C, a uma presséo de 120kPa, durante 20 min.

A cultura in vitro (Fig. 9) foi feita a partir de explantes de plantas previamente
estabelecidos em meio liquido, correspondentes ao clone P. Na camara de fluxo
laminar, os explantes foram colocados em tubos de ensaio com 0s meios ja
polimerizados, num total de 20 tubos. Os tubos foram mantidos numa camara de
crescimento, com lampadas brancas fluorescentes de luz fria, a uma temperatura
constante de 25°C e com um fotoperiodo de 16h. Sempre que necessario, 0 meio foi
renovado, de forma a obter-se um crescimento mais favoravel. As plantas obtidas foram
repicadas varias vezes, tendo a sua multiplicacdo sido feita através dos segmentos
nodais, para se obter um maior nimero de plantas e se eliminarem as partes mais

danificadas.

Clone P, em
meio liquido Repicagem Cultura in vitro

liquido.

2.3 ESTUDOS MORFOLOGICOS E ESTRUTURAIS

A caracterizacdo morfologica e estrutural das estruturas secretoras foi feita
através de observacdes de amostras de material fresco num Microscopio Estereoscopico
Binocular e de amostras de material fixado num Microscopio Otico de Campo Claro,
Nikon Eclipse E400, ambos equipados com uma maquina fotografica digital Nikon
Digital Sight DS-U1, usando o software Act-2U, e num Microscépio Eletronico de
Varrimento JEOL JSM-5400, equipado também com um sistema digital de captacédo de

imagens.
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2.3.1 Microscopia Otica de Campo Claro (MOC)

2.3.1.1 Material Fixado e Incluido em Resina

Secgdes de primordios foliares, folhas e caules, das plantas crescida in vivo e in
vitro, foram fixadas durante 2-4 h, & temperatura ambiente, numa solucdo de
glutaraldeido 2,5% (v/v) em tampdo cacodilato de sodio 0,1M, pH 6,8 (Glauert &
Lewis, 1998). Apoés trés lavagens no mesmo tampao (3x15 min), o material foi pds-
fixado em tetroxido de 6smio 1% no mesmo tampao, a temperatura ambiente, durante 1-
2 h. As amostras foram depois lavadas trés vezes, a primeira em tampao cacodilato
durante 15 min, a segunda em tampdo e agua bidestilada (1:1), durante 15 min, e a
terceira em &gua bidestilada, durante 10-15 min. Seguiu-se uma pdés-fixacdo numa
solucdo aquosa de acetato de uranilo 1%, no escuro, durante 1 h, a temperatura
ambiente, tendo-se depois procedido a duas lavagens em agua bidestilada (2x15 min)
antes da desidratacdo numa serie crescente de etanol (70%, 80%, 90%, 95%, durante 15
min cada, e 2 x 100%, durante 20 min cada). Para a impregnacdo e inclusdo das
amostras utilizou-se uma resina de baixa densidade, vulgarmente designada "Spurr"
(Spurr, 1969). As amostras foram primeiramente impregnadas com trés misturas de
etanol e resina nas proporc¢des 2:1, 1:1 e 1:2 (2 h em cada mistura) e, por fim, com a
resina pura durante uma noite. Apds se terem colocado as amostras em moldes de
borracha com a resina pura, a polimerizacdo decorreu na estufa, a 70°C, durante pelo
menos 24 h.

Dos blocos de material obtiveram-se cortes semifinos (0,5-1,5 pm) num
ultramicrétomo LKB ultrotome 111, usando facas de vidro. Os cortes foram recolhidos
para uma gota de acetona 20%, em laminas de vidro, as quais foram primeiramente
secas a 60°C e posteriormente coradas. A coloracao foi feita com uma solucdo de azul
de toluidina 1% (solucdo aquosa de azul toluidina 1%, azur Il 1% e borato de sddio 1%;
Hall, 1978), durante cerca de 45 min, as escuras e temperatura ambiente. Apds a
coloracdo, procedeu-se a duas lavagens com agua bidestilada, de forma a retirar o
excesso de corante, e os cortes foram, por fim, montados entre ldamina e lamela usando
uma gota de glicerina. As observacgdes foram feitas no MOC ja referido.

Para se obter uma melhor coloragdo recorreu-se, por vezes, a dissolucdo da
resina nos cortes, através da aplicacdo de uma solucéo saturada de metoxido de sodio
em metanol, durante cerca de 10-15 min, antes da coloracdo. A lavagem com xilol ap6s
a coloragdo foi tambem, por vezes, util para remover eventuais sujidades e o corante

retido no material de inclusao.
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2.3.1.2 Material Corado com Verde lodo-Carmim

A coloracdo com verde iodo-carmim (Mirande, 1920) é um método de coloragdo
dupla, que permite corar em simultineo e de forma diferencial dois ou mais
constituintes celulares de natureza quimica diversa.

Utilizaram-se porcdes de caules e peciolos de plantas crescidas in vivo, que
foram primeiramente fixados em etanol a 70%, durante 24 h, antes de se obterem cortes
finos num micrétomo de corredica. De seguida, fez-se uma lavagem répida dos cortes
em agua bidestilada e, depois, em agua de Javel, durante 5-10 min, para se destruir o
conteudo celular, deixando as paredes opacas. Os cortes foram depois lavados em agua
acética 1%, durante 5 min, para retirar o excesso de &gua de Javel e, em seguida, em
agua bidestilada, durante 5 min. Colocaram-se depois, durante 1-5 s, no corante verde
iodo acético, procedendo-se depois a uma diferenciacdo com etanol a 90%, durante 5-10
min, havendo o cuidado de verificar se o0 etanol néo retinha demasiado corante. Voltou a
fazer-se uma lavagem em agua bidestilada, durante 2-5 min, para suster a diferenciacéo
e depois colocaram-se os cortes em carmim aluminado de Grenacher, durante 5-10 min.
Ap6s nova lavagem em &gua bidestilada durante 5 min, para retirar o excesso de
corante, os cortes foram desidratados em etanol absoluto (2x5 min) e transferidos para
uma mistura de etanol e xilol (1:1; 2x5 min) e, em seguida, em xilol puro, pois este €
um bom solvente do meio de montagem (Bélsamo do Canada). Por fim, os cortes foram
montados entre laminas e lamela, colocando-se um pequeno peso sobre as lamelas até

estas secarem. As observacdes foram realizadas no MOC ja referido.

2.3.2 Microscopia Eletronica de Varrimento (SEM)

Foram utilizadas sec¢des de primordios foliares, folhas e caules de plantas
crescidas in vivo e in vitro, que foram ou ndo previamente fixadas segundo o
procedimento descrito na seccdo 2.3.1.1. No primeiro caso, apés o processo de
desidratacdo, as amostras foram secas pelo método do ponto critico num aparelho CPD
020 (Balzers), ocorrendo a substituicdo progressiva do etanol por CO,, a 40°C. Em
ambos 0s casos, as amostras foram depositadas em porta objetos metalicos e revestidas
com uma pelicula de 20 nm de ouro-paladio, num metalizador JEOL JFC-1100 (12 kV,
10 mA, 10 min). As observagdes foram feitas no Microscopio Eletronico de Varrimento
al5kV.
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2.4 Determinacéo do Padréo de Distribuicdo das Estruturas Secretoras

O padrao de distribuicdo das estruturas secretoras foi avaliado a lupa, através da
contagem do numero de estruturas secretoras presentes em folhas frescas das plantas
crescidas in vivo. As folhas inteiras e com tamanhos semelhantes (Tab. 1), foram
colhidas em trés regides diferentes da planta: regido superior, intermédia e inferior,
sendo a regido superior a mais jovem e a regido inferior a mais adulta. Foram utilizadas
dez plantas e, em cada uma, foi colhida uma folha correspondente a cada uma destas
trés regidbes. Em cada folha, as contagens das estruturas secretoras incidiram na
margem, paginas superior e inferior e peciolo, por forma a se poder determinar as zonas
onde existe maior densidade de estruturas secretoras e inferir acerca da existéncia ou

ndo de diferencas morfoldgicas.

Tabela 1. Tamanho das folhas utilizadas na contagem das estruturas secretoras de Arbutus

unedo.
Medidas Folha Folha Folha
(média, cm) (Regido Superior da (Regido Intermédia da (Regido Inferior da
Planta) Planta) Planta)
Comprimento 2,60 6,25 4,40
Largura 0,96 2,44 2,02

Para verificar a existéncia de diferencas significativas no padrdo de distribuicéo
das estruturas secretoras nas trés regides selecionadas da planta, bem como em cada
uma das zonas foliares consideradas, procedeu-se a analise estatistica através de uma
ANOVA (Statistica 8.0), sendo as diferencas significativas entre os valores avaliados

através de um Teste de Tukey (p < 0,05).

2.5 HISTOQUIMICA

Para a detecdo das principais classes de compostos quimicos presentes no
secretado, realizaram-se testes histoquimicos em secc¢des transversais muito finas de
folhas e caules frescos, obtidas através de cortes, feitos @ mdo, com laminas de barbear.
Apos cada teste, as sec¢Oes foram montadas em glicerina, numa lamina de vidro, e
observadas no MOC ja referido. Para a detecdo de flavondides, as observagdes foram

feitas também num microscopio Nikon equipado com um sistema de epifluorescéncia,
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usando um filtro de excitacdo ultravioleta (transmissdo de 330 — 380 nm) e um filtro de

barreira de 420 nm.

2.5.1 Detecéo de Lipidos Totais
Para a detecéo de lipidos totais recorreu-se a lisocromos, que sdo substancias que
coram os lipidos por um mecanismo fisico de difuséo e solubilidade diferencial, isto é,
em que o coeficiente de partilha de solubilidade é favordvel aos lipidos e, portanto, a
dissolucdo dos lisocromos nos lipidos.
Utilizaram-se os lisocromos negro Suddo B e vermelho Suddo B (Pearse, 1968).
As seccOes de material foram primeiramente mergulhadas numa solugdo saturada do
corante em etanol a 70%, durante 5-15 min, a temperatura ambiente. Apos réapida
diferenciacdo em etanol a 70%, os cortes foram lavados em agua bidestilada. A
presenca de lipidos foi evidenciada através das cores, respetivamente, azul-escura ou
negro, e vermelha, que eles apresentam.
Nas  experiéncias  controlo, 0s cortes foram  tratados com
metanol:cloroférmio:agua:HCI (66:33:4:1) durante 1 h, a temperatura ambiente, antes

da coloracgdo pelo lisocromo (Pearse, 1968).

2.5.2 Detecdo Diferencial de Lipidos Acidos e Neutros

Os lipidos acidos e neutros podem ser diferenciados por um corante em solucéo
sulfarica muito diluida, que é o sulfato de azul de Nilo (Cain, 1947). O azul de Nilo
comercial é uma mistura de vermelho de Nilo, que é um lisocromo e, portanto, cora de
rosa todos os lipidos em fase liquida, e o azul de Nilo propriamente dito, que é um
corante basico e, portanto, cora de azul todos os compostos acidicos (lipidos ou néo).
No caso dos lipidos &cidos, a reacdo é muito forte e, por isso, mascara a coloragao rosa
fornecida pelo vermelho de Nilo, surgindo este tipo de lipidos com cor azul escura.

Para a identificacdo diferencial de lipidos utilizou-se uma solucéo de sulfato de
azul de Nilo 1%, durante 30 min, a 37°C, sendo os cortes depois imersos numa solugéo
aquosa de acido acético 1% e, em seguida, lavados em agua bidestilada.

Nas experiéncias controlo, os cortes foram tratados do mesmo modo que para a

detecdo geral de lipidos (secgdo 2.5.1).
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2.5.3 Detecéo de Proteinas

Para a detecdo de proteinas utilizaram-se os corantes azul mercUrico de
bromofenol (Mazia et al., 1953) e azul brilhante de Coomassie (Fisher, 1968). O
primeiro € um corante acido, que forma ligacdes covalentes com substancias ionizadas
positivamente, como € o caso das proteinas. O segundo tende a criar ligacOes
eletrostaticas, sendo um corante muito sensivel que existe sob duas formas, uma
vermelha e outra azul. Por ligagdo do corante a proteina, a forma vermelha é convertida
na forma azul (Figueiredo et al., 2007).

Na coloracdo com azul mercdrico de bromofenol, os cortes foram imersos na
solucdo corante a 1% em etanol 95%, com cloreto de mercurio 10%, durante 10-15 min.
Em seguida, fez-se a diferenciacdo em solucdo aquosa de acido acético 0,5% (3x15
min) e, depois uma lavagem rapida em agua bidestilada, uma lavagem em tampao
fosfato de sédio (0,1M; pH 7,0), durante 3 min e, por fim, uma nova lavagem em agua
bidestilada.

Na coloracdo com azul brilhante de Coomassie, 0s cortes foram imersos na
solucdo corante a 0,25% em acido acético 7%, a 30°C, durante 30 min. Apods lavagem
numa solucdo aquosa de &cido acético 7%, durante 30-60 s, os cortes foram lavados
rapidamente em agua bidestilada.

Para ambas as coloragdes, as experiéncias controlo consistiram de amostras que
foram imersas numa solucéo de anidrido acético 10% em piridina, durante 2-4 h, antes

da aplicacdo do corante (Mazia et al., 1953 e Fisher, 1968).

2.5.4 Detecdo de Polissacarideos

A detecdo de polissacarideos foi feita em cortes de amostras de material fresco
crescido in vivo e também em cortes semifinos de material incluido em resina, montados
em laminas de vidro. Em ambos os casos, a detecdo de polissacarideos foi feita através
da reacdo PAS (&cido periddico - reagente de Schiff; McManus, 1948), que consiste na
oxidacdo, pelo &cido periodico, dos grupos 2,3-glicol dos residuos de glucose, que
constituem as macromoléculas glucidicas. Apos esta oxidacdo, os grupos aldeidos
expostos sdo visualizados através da ligacdo ao reagente de Schiff, que origina um
produto de condensacao de cor avermelhada.

Para bloquear os grupos aldeido livres e a coloragdo ser, por isso, mais
especifica, os cortes foram primeiramente tratados com uma solucdo saturada de

dimedona durante 16-24 h, a temperatura ambiente (Feder & O’Brien, 1968). Apos uma
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lavagem rapida em &gua, procedeu-se a oxidacéo dos cortes com uma solucéo aquosa de
acido periodico 1%, durante 20 min, a temperatura ambiente e, depois, a uma lavagem
rdpida numa solucdo de etanol a 70%, seguida de uma lavagem em &gua bidestilada,
durante cerca de 2 min. Os cortes foram, por fim, colocados no reagente de Schiff, no
escuro, durante 3 h, seguindo-se uma lavagem em agua corrente durante cerca de 10
min (Feder & O’Brien, 1968).

Nas experiéncias controlo no se fez o tratamento com o &cido periddico (Feder
& O’Brien, 1968).

2.5.5 Detecdo de Mucilagens

Ao combinar-se com 0s grupos aminados das proteinas, o &cido tanico forma um
produto de condensacdo que € visualizado por reacdo com o cloreto de ferro,
apresentando cor negra (Pizzolato & Lillie, 1973).

As seccBes de material foram imersas numa solucéo aquosa de acido tanico 5%,
durante 10 min, e depois lavadas em agua bidestilada, durante 5 min. Em seguida, 0s
cortes foram imersos numa solugdo aquosa de tricloreto de ferro 3%, durante 10 min, e
novamente lavados em &gua bidestilada, durante 5 min.

Nas experiéncias controlo, os cortes foram tratados apenas com &cido tanico
(Pizzolato & Lillie, 1973).

2.5.6 Detecdo de Pectinas

O vermelho de ruténio é um composto catiénico hexavalente que, na auséncia do
tetroxido do O6smio, reage com substancias acidas, de natureza muito diversa, sendo
algumas delas parte integrante das pectinas, corando-as de rosa intenso (Figueiredo et
al., 2007).

As seccdes de material foram mergulhadas numa solucéo aquosa de vermelho de
ruténio 0,2%, durante 30 min, e, em seguida, lavadas em agua bidestilada (Johanson,
1940).

2.5.7 Detecéo de Fendis
Em luz visivel, a detecdo de fenois baseia-se na formagdo de um complexo de
ferro de cor negra, resultante da reaccdo dos fenois (orto-dihidroxifendis) com tricloreto
de ferro (Mace, 1963).
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As seccOes de material foram imersas numa solucdo de tricloreto de ferro
(FeCl3) 2,5% em etanol 95%, durante 10 min, a temperatura ambiente. De seguida fez-

se uma lavagem em &gua bidestilada durante 5 min.

2.5.8 Detecéo de Flavondides

A utilizacdo de fluorocromos para a detecdo de compostos fendlicos, € uma
técnica muito sensivel e especifica, pelo que se utilizou o fluorocromo cloreto de
aluminio, emitindo os flavonodides, neste caso, fluorescéncia amarelo-esverdeado
(Charriére-Ladreix, 1976).

Os cortes foram imersos numa solugdo de cloreto de aluminio 10% em &gua,
durante cerca de 30 min, seguindo-se uma lavagem rapida em éagua bidestilada e, por
fim, a montagem dos cortes entre lamina e lamela com uma gota de agua.

Nas experiéncias controlo, os cortes foram observados sem o tratamento com o

fluorocromo (Charriere-Ladreix, 1976).

2.5.9 Detecéo de Terpendides (Oleos Essenciais e Oleoresinas)

A detecdo de terpendides realizou-se através do reagente de Nadi (David &
Carde, 1964), que origina, por oxidacdo, azul de indofenol fortemente lipossoluvel,
corando diferencialmente inclusbes lipidicas e terpénicas. Com este corante, as
esséncias deverdo corar de azul, enquanto os acidos resinicos deverdo corar de vermelho
escuro. As misturas de Oleos essenciais e resinas deverdo evidenciar uma coloragdo que
vai de violeta a pdrpura, de acordo com a predomindncia de cada um destes
componentes.

Os cortes foram primeiramente colocados neste corante, as escuras, durante 60-
90 min, a temperatura ambiente, procedendo-se depois a uma lavagem em tampao
fosfato de sddio (0,1M; pH 7,2), durante 2 min.

Nas experiéncias controlo, os cortes foram tratados do mesmo modo que para a

detecdo geral de lipidos (secgdo 2.5.1).
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2.6 ISOLAMENTO DE OLEOS ESSENCIAIS

O material utilizado foram plantas obtidas por germinacdo de sementes,
nomeadamente as folhas e caules jovens, evidenciando a presenca de estruturas
secretoras (seccao 2.5).

As plantas foram cuidadosamente removidas dos vasos e as partes mais
lenhificadas eliminadas. As folhas e os caules foram cortados em pequenos pedagos, de
modo a facilitar o processo de extracdo, obtendo-se cerca de 150 g de material vegetal,
que foi depois colocado num baldo de 2000 mL. O processo de isolamento dos 6leos foi
realizado por hidrodestilagdo num aparelho do tipo Clevenger modificado (Fig. 10),
descrito na Farmacopeia Portuguesa V111 (2005). Ao material vegetal adicionou-se 1,5
L de &gua e a destilagdo ocorreu durante 2,5 h.

~

Figura 10. Aparelho do tipo Clevenger modificado.

2.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE PROTEASICA

Utilizaram-se fragmentos de folhas e caules frescos das plantas crescidas in vivo
e prepararam-se dois meios diferentes para avaliar a atividade protedsica. Um meio
consistiu de &gua bidestilada com 1% de agar e 0,5% de gelatina. O outro meio, que
serviu como controlo negativo, era igual ao anterior mas sem a gelatina.

Neste ensaio, a temperatura é um fator importante, visto a atividade proteasica
ser determinada pela digestdo das proteinas que entram na constituicdo da gelatina,
quando esta contacta com as estruturas secretoras de A. unedo. Deste modo, para se

obterem resultados fidedignos, € fundamental que estas proteinas se encontrem intactas
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e ndo desnaturadas por eventuais temperaturas excessivas a que, previamente, tenham
sido submetidas.

Assim, primeiramente, dissolveu-se 0 4gar numa placa de aquecimento. Depois
da dissolucdo do &gar, o baldo de Erlenmeyer foi mantido em banho-maria até a
temperatura estabilizar nos 60°C. Assim gue se atingiu esta temperatura, o baldo foi de
novo colocado na placa de aquecimento, a uma temperatura de aproximadamente 50°C,
adicionando-se a gelatina até esta ficar dissolvida.

De seguida, o meio com gelatina foi distribuido por cinco caixas multiwell de
seis poc¢os cada (Fig. 11), sendo quatro caixas para o material vegetal com estruturas
secretoras, duas para o caule, por ter uma menor superficie de contacto, uma para a
pagina superior da folha e outra para a pagina inferior. Em cada caixa, cada amostra
tinha trés réplicas e os respetivos controlos, que consistiram de material vegetal sem
estruturas secretoras. A quinta caixa serviu para controlo positivo, isto €, presenca de
gelatina (proteina), mas sem material vegetal, enquanto 0 meio sem gelatina foi
distribuido numa sexta caixa mutiwell, também de seis pocos, constituindo o controlo
negativo (auséncia de proteina e material vegetal). Apds a polimerizagdo dos meios e a
colocacdo das amostras de material vegetal (Fig. 11), todas as caixas foram seladas com
parafilme e colocadas na estufa, a 25°C, durante 24 h. Foi também colocada parafina nas
zonas onde o material foi seccionado, de modo a evitar a libertagcdo de proteases dessas
zonas para 0S meios, uma vez que o0 que se pretendia era avaliar a acdo das proteases
que poderiam existir nas estruturas secretoras do material vegetal. Apos as 24 h, as
caixas foram abertas e retirou-se o material vegetal. Com a ajuda de uma espéatula
retiraram-se 0S meios para caixas microbox de cultura (11cm de didmetro), tendo cada
caixa ficado com trés meios, num total de doze caixas. Adicionou-se, depois, 0 corante
azul de bromofenol a 0,01% e, em seguida, colocaram-se as caixas num agitador,
durante 1 h, tendo-se depois retirado o corante e substituido por agua bidestilada (2x).
As caixas com a segunda agua bidestilada foram colocadas novamente no agitador e
deixadas ai até ao dia seguinte. Por fim, retirou-se a dgua bidestilada e fotografaram-se

0s resultados.
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igura 11. valia(;éo da atividade protedsica em amostras de caule e folhas de Arbutus unedo. (A,

Duas caixas multiwell com seccBes de caules com estruturas secretoras (em cima) e respetivos controlos
(em baixo). (C) Uma caixa multiwell com folhas jovens, com estruturas secretoras tendo as paginas
superiores voltadas para 0 meio (em cima) e, respetivos controlos (em baixo). (D) Uma caixa multiwell
com folhas jovens, com estruturas secretoras e tendo as paginas inferiores voltadas para 0 meio (em
cima) e, respetivos controlos (em baixo). (E, F) Uma caixa multiwell correspondente ao controlo

positivo (com gelatina) e outra ao controlo negativo (sem gelatina). Barras = 1 cm.
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2.7.1 Extracéo de Proteinas e Eletroforese

Para quantificar as proteinas presentes nas estruturas secretoras de material
fresco, nomeadamente nos caules das plantas crescidas in vivo, utilizou-se a técnica
SDS-PAGE (dodecil-sulfato de sddio de poliacrilamida; Laemmli, 1970). Prepararam-se
cinco amostras (1, 2, 3, 4 e 5) utilizando estruturas secretoras associadas a epiderme de
medronheiros crescidos in vivo e in vitro. A amostra 1 correspondeu ao controlo
(epiderme de medronheiro sem estruturas secretoras), a amostra 2 consistiu de estruturas
secretoras associadas a epiderme de medronheiros crescidos in vitro, a amostra 3
consistiu de estruturas secretoras associadas a uma grande quantidade de epiderme de
medronheiros crescidos in vivo, a amostra 4 consistiu de estruturas secretoras associadas
a muito pouca epiderme de medronheiros crescidos in vivo e a amostra 5 era composta
apenas por estruturas secretoras, que foram retiradas da epiderme de medronheiros
crescidos in vivo.

As amostras foram maceradas em tubos Eppendorf (2 mL), em tampdo PBS
(tampéo fosfato salino). Apds homogeneizacdo no voértex e centrifugacdo a temperatura
ambiente, durante 10 min, a uma rotacdo de 13200 rpm, retirou-se 25 pL do
sobrenadante de cada amostra e colocou-se em dois novos Eppendorfs, aos quais se
juntou 25 pL de solucéo desnaturante: Tris-base (100mM), Bicina (100mM), SDS (4%),
Ureia (8M), agua Mili-Q, B-mercaptoetanol (2%) e azul de bromofenol (0,08%). Apds
homogeneizacao, os tubos foram colocados num bloco de aguecimento, a 95°C, durante
10 min, tendo-se depois preparado o gel constituido por duas partes, o running gel e o
stacking gel. O primeiro gel, a 12,5%, era constituido por 3,6 mL de agua bidestilada,
3,45 mL de tampao Tris (hidroximetil 1,5M, pH 8,8), 3,3 mL de acrilamida a 40%, 105
uL de SDS a 20%, 105 pL de AMPS (acrylamido-2-metil-1-propano sulfonato) a 10% e
10,5 uL de TEMED (tetrametiletilenodiamina). Depois, adicionou-se isopropanol a
50%, para eliminar as bolhas que surgiram ao colocar a solu¢do no suporte de vidro.
Apo6s a solucdo ter polimerizado, formando a primeira parte do gel, escorreu-se o
isopropanol e enxaguou-se com um pouco de agua bidestilada. O segundo gel, a 4%, era
constituido por 2,85 mL de agua bidestilada, 1125 pL de tampao Tris (0,625M, pH 6,5),
450 L de acrilamida a 40%, 45 pL de SDS a 20%, 45 pL de AMPS a 10% e 4,5 pL de
TEMED. Colocaram-se 0s pentes nos suportes de vidro, para definir os pogos e
esperou-se até o segundo gel polimerizar. Em seguida, retiraram-se 0s pentes e, na tina
de corrida, colocaram-se os suportes de vidro onde se colocam as amostras e 0S suportes

de vidro standard, de modo a haver simetria. Entre os dois conjuntos de suportes de
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vidro, verteu-se o tampdo Tris:Bicina (150 mL tampédo + 600 mL de agua Mili-Q) e
utilizando uma pipeta de ponta fina, carregaram-se dois pogos com 50 pL de cada
amostra. De seguida, retirou-se o pente, colocaram-se os eléctrodos e correu-se o gel, a
120 V, cerca de 1 h. Apés a corrida, o gel foi transferido para um recipiente, tendo-se
adicionado o corante azul brilhante de Coomassie, durante 5 min, num agitador. Findo
este tempo, o corante foi removido e adicionou-se a solugdo descorante (25% metanol,
5% &cido acético e agua bidestilada), deixando novamente o recipiente no agitador. A

solucéo descorante foi sendo renovada até o perfil proteico se tornar visivel.

2.7.2 Coloracédo de Geis com Nitrato de Prata

O gel obtido na etapa anterior foi corado com nitrato de prata (O’Connel &
Stults, 1997), tendo sido fixado numa solucdo constituida por 25% metanol e 5% acido
acetico, durante 30 min. Apds duas lavagens de 10 min em etanol a 50% e outra em
etanol a 20%, procedeu-se a sensibilizacdo do gel por incubacdo, durante 1 h, em
tiossulfato de sodio (0,2 g/L). De seguida, realizaram-se duas lavagens em agua
bidestilada (2x20 min) e transferiu-se o gel para uma solucédo de nitrato de prata (2 g/L),
durante 20 min. A revelacdo foi feita numa solugdo com formaldeido a 37% (0,7 mL/L),
carbonato de sodio (30 g/L) e tiossulfato de sédio (10 mg/L), durante aproximadamente
20 min, até a coloracdo ter a intensidade pretendida, altura em que se adicionou tampéo
Tris (50 g/L) e 2,5% éacido acético, durante 1 min. O gel foi mantido em &gua

bidestilada para posteriores observacoes.

2.7.3 Zimografia
Ao contrario do que se fez na eletroforese, nesta técnica ndo é necessaria a
preparacdo de um gel de concentragdo (stacking gel). Em alternativa utilizou-se uma
solugéo stock de 10% gelatina, a qual se adicionou ao gel numa diluigéo de 1:1000.

Os géis de separacdo, a 12,5%, com espessura de 1 mm, foram preparados
utilizando uma solu¢do com 9,6 mL de 4gua Mili-Q, 9,2 mL de Tris (1,5M, pH8,8), 280
pL de gelatina (concentracdo final 1 mg/mL), 8,8 mL acrilamida:bisacrilamida 40%
(29:1), 280 pL de SDS 20%, 280 pL 10% AMPS e 35 pL de TEMED. Colocada a
polimerizar nos suportes de vidro. Em seguida, prepararam-se as sete amostras finais,
em Eppendorfs, tendo-se colocado em cada um 20 pL das amostras anteriores (1, 2, 3,
4,5, A e B, em PBS) e 20 pL de tampdo de carregamento e, colocaram-se a incubar a

temperatura ambiente, durante 10 min. O tampao de carregamento consistiu em 833 L
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de Tris (1,5M, pH6.8), 4 mL de 10% SDS, 2 mL de glicerol, 0,1% de azul de
bromofenol e agua Mili-Q até 10 mL. Em seguida, colocaram-se os suportes de vidro na
tina de corrida e cobriu-se com tampédo de eletroforese (100mM Tris:Glicina, 0,1%
SDS). Num dos géis colocou-se 10 pL do padrédo de pesos moleculares e das amostras e,
no outro gel, 15 pL de cada. As condi¢des de corrida foram 120-150 V, a 4°C, durante
cerca de 2 h. Enquanto decorria a corrida, preparou-se o tampao de renaturagéo, 0,25%
Triton X-100 em tamp&o das amostras. Neste caso ndo se pode utilizar o PBS devido a
salinidade, por isso, em alternativa, preparou-se 500 mL de tampédo fosfato (50mM,
pH7,4). Terminada a corrida, removeram-se 0s dois géis dos suportes de vidro,
cortaram-se as zonas dos pocos e cada gel foi posto a incubar no tampdo de renaturacao,
durante 30 min. Ao fim de cada 15 min, renovou-se o tampdo, no fim dos 30 min foi
retirado e substituido pelo tampdo das amostras. Para se obter uma maior sensibilidade,
colocaram-se 0s géis a incubar na estufa, a 37°C, durante a noite. No dia seguinte,
removeu-se 0 tampéao e fizeram-se duas lavagens com agua bidestilada. O gel foi corado
com azul brilhante de Coomassie (5 min) e, ulteriormente aplicou-se a solugéo
descorante, a qual foi renovada até ser possivel detetar as bandas correspondentes a

enzima.

2.7.4 Substratos Enzimaticos

Numa placa multiwell de 96 pocos foram testadas as amostras 1, 3 e 5,
caracterizadas anteriormente na seccdo 2.7.1. Para cada amostra foram utilizados seis
pogos, cada um com um substrato diferente, acoplado a um fluorocromo, AMC (7-
amino-4-metilcumarina). Os substratos (10mM) aplicados foram a alanina, a metionina,
a leucina, a fenilalanina, a lisina e a arginina. Nos pocos foram entdo colocados 150 pL
de cada amostra e 50 puL de tampdo das amostras (PBS) e, imediatamente antes da
leitura da placa no fluorimetro, foram colocados 2 pL de cada substrato. Utilizou-se o
programa Softmax 5, definiu-se uma absorvancia situada entre 380-460 nm e
selecionou-se o nivel mais elevado de sensibilidade para a leitura que, para cada

amostra, teve a duracgdo de 10 min.
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3.1 PROPAGACAO DO MEDRONHEIRO

3.1.1 Germinacdo de Sementes

A germinacédo de sementes foi claramente superior nos casos em que estas foram
sujeitas a um periodo de estratificacdo, ou seja, a 4°C durante 14 ou 21 dias, antes da
sua transferéncia para a estufa, a 26°C. Apos 14 e 21 dias de tratamento as taxas de
germinagdo foram muito semelhantes em ambos os periodos de estratificacdo, sendo
62% no primeiro caso e 68% no segundo. As sementes que ndo sofreram qualquer
periodo de estratificacdo (experiéncias controlo) ndo germinaram. Devido a fase
precoce de desenvolvimento em que ainda se encontravam, a maioria das plantulas
obtidas a partir da germinacdo de sementes apresentava um sistema radicular pouco

desenvolvido, com aspeto vitreo e sem raizes secundérias (Fig. 12A,B).

I'\ ol ") =

Figura 12. Plantas de medronheiro resultantes da germinacdo de sementes. (A)

Germinagdo de sementes; barra = 2 cm. (B) Plantulas colocadas no substrato; barra = 3
cm. (C) Plantas ap6s um més em substrato; barra = 3 cm. (D) Planta com seis meses;

barra = 4 cm. (E) Variabilidade fenotipica das plantas apds seis meses de crescimento.
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No final do primeiro més em substrato (Fig. 12C) registou-se uma taxa de
sobrevivéncia de 91% e, embora ndo tenham sido recolhidos dados quantitativos sobre o
crescimento das plantas, todas elas apresentaram um desenvolvimento razoavel durante
0 periodo de aclimatizacdo (Fig. 12D). Contudo, entre elas verificaram-se algumas
diferencas no crescimento, bem como alguma variabilidade fenotipica, visivel sobretudo
ao nivel da folha (Fig. 12E). Esta diversidade €, muito provavelmente, devida a
variabilidade genética das sementes.

3.1.2 Cultura in vitro

Os ensaios de micropropagacao permitiram multiplicar gendtipos selecionados a
partir da cultura de ndés e proliferacdo dos meristemas axilares (Fig. 13A). A
proliferacdo dos explantes ocorreu em nimero variavel, geralmente na zona do explante
em contacto direto com o meio de cultura. Os rebentos caulinares desenvolveram-se e
os caules alongaram de forma réapida (Fig. 13B), formando, geralmente, um aglomerado
em torno do explante inicial, o qual se mantém sempre distinguivel devido ao seu maior
comprimento (Fig. 13C).

Nestes ensaios, 0 objetivo foi obter material in vitro para realizar a analise dos
tricomas. Deste modo, ndo foram realizadas analises relativas as taxas de

micropropagacao e a outros parametros normalmente avaliados em ensaios deste tipo.

PE G
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Figura 13. Formacao de rebentos em plantulas de medronheiro. (A) Colocagdo dos explantes no

meio de cultura. (B) Desenvolvimento de rebentos e alongamento dos caules. (C) Aglomerado de

plantulas, onde s&o visiveis 0s explantes iniciais (setas). Barras = 1 cm.
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3.2 ESTRUTURAS SECRETORAS

O caule e as folhas do medronheiro, especialmente nos exemplares jovens (Fig.
14A) e nas regides mais jovens das plantas adultas (Fig. 14B, C), possuem um
indumento composto maioritariamente por tricomas* glandulares ou secretores (Fig.
14D), apesar de os caules possuirem também alguns tricomas de revestimento ou
cobertura, que sdo ndo glandulares. Estes ultimos Sdo pouco numMerosos e com
dimensGes reduzidas, sendo detetados apenas nas observacdes no SEM (Fig. 15A, C e
D). Sédo tricomas simples, filiformes, com a superficie finamente granulosa e que, em
regra, surgem curvados sobre o caule. Os tricomas secretores sdo relativamente
abundantes, sobretudo no caule e nos peciolos, e tém grandes dimensGes, sendo
facilmente observados mesmo a vista desarmada, em plantas crescidas in vivo (Fig.14) e
in vitro (Fig. 13B). Este estudo incidiu nos tricomas secretores, nomeadamente na sua

morfologia e estrutura, no seu padrdo de distribuicdo e na caracterizacdo histoquimica

do seu secretado.

20/05/2013 18,56
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Figura 14. Indumento (setas) no caule e folhas de A. unedo. (A) Planta jovem; barra = 2 cm. (B, C) Parte
jovem de uma planta adulta. Barras = 2 cm e 1 cm, respetivamente. (D) Detalhe dos tricomas secretores na
margem de uma folha jovem; barra = 0,1 cm.

* O termo tricoma é aqui utilizado em sentido amplo, significando pélo ou apéndice epidérmico.
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Caule revestido por tricomas secretores e pélos ndo secretores (setas); barras = 100 pm.

(B) Pagina inferior e margem de uma folha com tricomas secretores; barra = 50 pum.

3.2.1 Morfologia e Estrutura

Os tricomas secretores encontram-se quer nas plantas crescidas in vivo quer in
vitro, ndo apresentando diferencas significativas. Como j& referido, encontram-se nos
caules e nas folhas, especialmente quando estes séo jovens (Figs. 14 e 15). Com a
lenhificacdo do caule e a maturacdo das folhas, o0 nimero de tricomas diminui e estes
acabam por desaparecer quase completamente. Este facto deve-se a degenerescéncia dos
tricomas existentes e a sua queda subsequente. Nas folhas, os tricomas existem
sobretudo nos peciolos e na margem, a qual é serrada, terminando cada serrilha,
invariavelmente, num tricoma secretor (Fig. 16A). No limbo, os tricomas sdo escassos e

encontram-se, sobretudo, ao longo das nervuras (Fig. 16B).

A A VA NEATAA :;:\ PSRN L VAR (! X \ i {
Figura 16. Micrografias SEM do indumento em folhas de A. unedo. (A) Margem serrada,
com cada serrilha a terminar num tricoma. (B) Tricomas ao longo de uma nervura. Barras =
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Apesar de variarem em tamanho e espessura, 0s dados obtidos indicam que 0s
tricomas secretores do medronheiro séo todos da mesma tipologia. Todos eles possuem
um pediculo ereto, pluricelular, que suporta uma cabeca globosa, também pluricelular
(Fig. 17).

Secgdo transversal evidenciando a presenca de um tricoma secretor, acompanhado de uma
estrutura que poderd ou nao dar origem a um tricoma; barra = 200 um. (B) Tricoma secretor

constituido por uma cabeca (seta pequena) e pediculo (seta grande) pluricelulares; barra = 50 pm.

O pediculo é rolico e esbranquicado, apresentando um comprimento variavel
entre 200 e 800 pum. Regra geral, consiste de 4 a 6 fiadas de células dispostas
paralelamente umas as outras ou, menos frequentemente, em espiral (Fig. 18A). No caso
dos tricomas da margem das folhas, porém, o pediculo é sempre mais espesso na base
(100-120 pum) do que no apice (40-50 um), refletindo o facto de algumas das fiadas de
celulas irem sendo interrompidas antes de atingirem o &pice (Fig. 18B). Um corte
transversal na base de um destes tricomas (Fig. 18C), revela que esta pode conter um

namero significativo de células (cerca de 16).

em espiral; barra = 10 um. (B) Pediculo mais espesso na base do que no &pice; barra = 50 um. (C) Corte

transversal na base de um tricoma, com um namero significativo de células; barra = 10 pum.
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A cabeca é mais ou menos esférica, com um diametro de 30 a 50 um. Na sua
constituicdo possui um numero variavel de células secretoras (dez a vinte), que
aparentam ser relativamente vacuolizadas (Fig. 17). Em amostras de material fresco,
estas células aparecem geralmente cobertas por secrecdo, o que confere a superficie da
cabeca um aspeto perfeitamente liso e arredondado (Figs. 15D; 18A; 19A, B). Esta
secrecao observa-se também por vezes a revestir grande parte do pediculo (Fig. 19C), o
que indicia a ocorréncia de um processo de escorréncia e, como tal, a auséncia de uma
cuticula na cabeca sob a qual se poderia acumular a secrecdo. No material tratado para
observacBes microscopicas, a secre¢do é geralmente removida, o que revela a sua
hidrofilia. Neste caso, as células secretoras surgem com a superficie mais ou menos
rugosa, observando-se, por vezes, pequenos poros (Figs. 18B e 19D), por onde

possivelmente se dara a libertacdo da secrecao.

4AER

Figura 19. Micrografias SEM de tricomas em folhas de A. unedo. (A, B) Cabecas glandulares cobertas

por abundante secre¢do (barras = 20 ume 10 um, respetivamente). (C) Secrecdo revestindo grande parte
de um pediculo, devido ao processo de escorréncia; barra = 50 um. (D) Cabeca secretora apresentando

uma superficie rugosa, onde se notam pequenos orificios por onde a secrecéo é libertada (setas).

Em amostras de material fresco, a secrecdo mostra-se geralmente translicida e
com aparéncia de grande viscosidade, o que é comprovado pelos insetos mortos que,
muitas vezes, se observam aderidos aos tricomas das folhas (Fig. 20A) e caules (Fig.
20D).

50



RESULTADOS

i W
(A) e de

um caule (B) em A. unedo. Barras = 0,2 cm e 0,4 cm, respetivamente.

Figura 20. Insetos mortos aderidos a tricomas de uma folha

Embora ndo se tenha acompanhado o processo ontogénico destes tricomas
secretores, nalgumas imagens eram visiveis protuberancias na superficie de caules e
folhas que resultam da proliferacdo localizada de células epidérmicas e subepidérmicas
(Fig. 21) Séo estas protuberancias que vao aumentando de tamanho e que, a0 mesmo
tempo, se alongam verticalmente (Fig. 21B, C), que parecem diferenciar-se

gradualmente nos tricomas secretores.

iodo-carmim, que indiciam o inicio da formag&o de tricomas.

51



RESULTADOS

3.2.2 Padréo de Distribuicéo dos Tricomas
Como ja foi referido, é nas folhas e nos caules que se encontram 0s tricomas
secretores. Nas folhas, sobretudo as mais jovens, existem em maior quantidade na
margem (Figs. 22A; 23A) e no peciolo (Figs. 22B; 23B), sendo mais escassos no limbo
(Fig. 22A, D). Nos primordios foliares sdo apenas visiveis na pagina inferior (Fig. 22E),

devido a fase precoce de desenvolvimento em que se encontram.

L
4

Ao

Figura 22. Tricomas em diferentes 6rgdos. (A) Margem, pagina superior e inferior; barra = 0,5 cm.
(B) Peciolos; barra = 0,5 cm. (C) Limbo da pégina inferior; barra = 0,5 cm. (D) P&gina inferior de
um primordio foliar; barra = 0,2 cm.

Figura 23. Tricomas secretores em plantas obtidas in vitro. (A) Folha. (B) Peciolo. (C) Caule. Barras =
0,5cm.

Nas plantas jovens os tricomas encontram-se praticamente em todas as partes
aéreas da planta (Fig. 24A), enquanto que nas plantas adultas, os tricomas sdo
geralmente visiveis nos caules, ainda que em menor quantidade, sendo quase
impercetiveis nas folhas (Fig. 24B).
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Figura 24. Tricomas secretor

es num medronheiro jovem (A) e adulto

(B), no estado selvagem. Barras = 2 cm e 0,5 cm, respetivamente.

Para determinar o padréo de distribuicdo dos tricomas secretores em funcgéo do

desenvolvimento da planta, procedeu-se a sua contagem nas diferentes partes

constituintes da folha (peciolo, margem, paginas superior e inferior) e em trés zonas de

desenvolvimento diferente da planta. No caule, devido a grande abundancia de tricomas

secretores, esta contagem tornou-se impraticavel.

Tabela 2. NUmero de tricomas secretores nas partes constituintes da folha e nas regides

superior, intermédia e inferior de cada planta de A. unedo.

NUmero de Tricomas

Folha (Regido Superior

Folha (Regiao

Folha (Regiao

Secretores da Planta) Intermédia da Planta) | Inferior da Planta)
Margem 125+31,94b 739+19,83a 614+11,16a
P&gina Superior 845+5140b 214+17,73a 0,3+0,48 a
Pagina Inferior 64 +34,68a 454 +19,35 a 16,1 +9,02 b
Peciolo 80 +45,03 b 37,7+11,9a 18,2+4,37a
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Em cada coluna da tabela 2, os valores com letras diferentes apresentam
diferengas estatisticamente significativas, enquanto que os valores com letras iguais nio
séo significativamente diferentes, de acordo com o teste de Tuckey (p <0,05).

Como mostra a tabela 2, 0 numero de tricomas secretores € sempre muito maior
nas folhas da regido superior, que corresponde a parte mais jovem da planta, do que da
regido inferior, que corresponde a parte adulta da planta, que ja se encontra
praticamente lenhificada. Nas regides mais desenvolvidas das plantas, os tricomas
secretores quase desaparecem, principalmente na péagina superior das folhas, ou
diminuem muito significativamente em namero. Em cada folha, € na margem que se
encontra sempre 0 maior numero de tricomas secretores (Figs. 22A; 23A). No limbo, o
namero de tricomas € maior na pagina superior do que na inferior, quando nos referimos
a regido superior da planta, ocorrendo o contrario nas regides intermédia e inferior. Em
resumo, por ordem decrescente de abundancia, os tricomas secretores surgem na

margem, peciolo, pagina inferior e pagina superior.

3.2.3 Caracterizacdo Histoquimica
A aplicacdo de diversos testes histoquimicos em seccGes de amostras de
material, permitiu identificar as principais classes de compostos quimicos presentes nos
tricomas secretores e seu secretado (Tab. 3). No geral, as rea¢Oes positivas resultaram
em colora¢fes mais intensas no secretado e nas células secretoras, enquanto no pediculo
foi geralmente moderada ou fraca e, com frequéncia, ndo generalizada a todas as
celulas. Os testes controlos realizados para os diversos testes histoquimicos deram

resultados negativos.
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Tabela 3. Caracterizacdo histoquimica dos tricomas secretores de A. unedo. (+) reacao positiva

muito intensa, (+/-) reagdo positiva moderada a fraca, (-) auséncia de reacao.

. o - Compostos Quimicos x Cabeca .
Teste Histoquimico Evidenciados Secrecao Secretora Pediculo
Vermelho Sudao B + +/- +/-
Lipidos Totais
Negro Sudéao B + +/- +/-
. Lipidos Acidos e
Sulfato Azul de Nilo Neutros + +/- +/-
Azul Mercurico de i + "
Bromofenol i
: Proteinas
Azul Brilhante de
. - +/- -
Coomassie
Reacgdo PAS Polissacarideos - + +
Acido Tanico e :
Cloreto de Ferro Mucilagens i *- +-
Vermelho de Ruténio Pectinas - +/- -
Em MO com .
Tricloreto de Ferro Fenois i +- +-
Em UV com Cloreto Flavondides + + -
de Aluminio
Reagente de Nadi Terpenoides + - -

Os testes com o negro Suddo B e o vermelho Suddo B proporcionaram uma

coloracdo, respetivamente, negra e vermelha para os lipidos totais (Fig. 25). Com ambos

os lisocromos, a coloracdo foi especialmente intensa no secretado aderido a cabeca

glandular (Fig. 25B, E), sendo moderada nos pediculos e em apenas algumas células

secretoras (Fig. 25C, F) e em algumas células dos pediculos, (Fig. 25A, C, D, E).
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Figura 25. Tricomas secretores de A. unedo apds colora¢do com negro Sudédo B (A-C) e vermelho

Suddo B (D-F). (A, B, D e E) Tricomas em seccOes de folhas exibindo intensa coloragdo no
secretado aderido & cabeca glandular. (C, F) Tricomas em sec¢Oes de caules, evidenciando

coloracédo nas celulas secretoras e em algumas células do pediculo.

O sulfato azul de Nilo permitiu diferenciar os lipidos acidos e neutros pela
coloracdo, respetivamente, azul e rosa que estes apresentam (Fig. 26). Neste caso, a
secre¢do surgiu intensamente corada de rosa na maioria dos tricomas (Fig. 26A) e de
azul em alguns (Fig. 26B), enquanto as células das cabecas secretoras se mostraram
quase sempre azuis, apos a remocao do secretado (Fig. 26C). Nas células dos pediculos
ndo ocorreu, na maioria dos casos, reacdo, tendo-se encontrado apenas poucas células

com uma coloracdo muita reduzida (Fig. 26A, C).

A

Figura 26. Tricomas secretores em secgdes de caules de A. unedo apds coloragao
com azul de Nilo. (A) Secrecdo intensamente corada de rosa e (B) de azul. (C)

Células secretoras coradas de azul, apds a remocao do secretado.
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O azul mercdrico de bromofenol corou de azul, tanto as cabecas secretoras,
como, menos intensamente, as células dos pediculos (Fig. 27A, B). A secrecdo,
provavelmente por ter sido arrastada, geralmente ndo foi observada, pelo que na tabela 3
foi registada como auséncia de reacéo (Fig. 27B). Ja com o azul brilhante de Coomassie
ndo ocorreu coloracdo na maioria dos tricomas, existindo apenas um ou outro com cor

azul na cabeca secretora (Fig. 27C).

50 pm

Figura 27. Tricomas secretores em seccOes de caules de A. unedo apés coloracéo
com azul mercurico de bromofenol (A, B) e azul brilhante de Coomassie (C). (A)
Cabeca secretora e células do pediculo coradas de azul. (B) Detalhe das células

secretoras coradas de azul. (C) Coloracdo azul presente na cabeca secretora.

A reacdo PAS corou intensamente de rosa as células das cabecas e dos
pediculos, tanto em sec¢bes de material fresco (Fig. 28A) como em sec¢bes de material

fixado e incluido em resina (Fig. 28B). A secre¢do mostrou-se, no geral, sem coloracéo.

A

Figura 28. Tricomas secretores em sec¢es de caules de A unedo apos a reacgdo
PAS, em material fresco (A) e material fixado e incluido em resina (B). As
células das cabecas e dos pediculos surgem coradas de rosa. A secrecdo ndo se

mostra corada.
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O teste para detecdo de mucilagens (acido tanico e tricloreto de ferro) nao foi
totalmente conclusivo, na medida em que s6 alguns tricomas mostraram a cor negra
caracteristica na cabeca secretora (Fig. 29A) e, muito raramente, em ceélulas do
pediculo. A secrecdo nunca se mostrou corada (Fig. 29B).

O vermelho de ruténio corou de rosa as células secretoras das cabecas, ndo se
verificando coloragdo significativa na secrecdo, sendo inexistente nas células dos
pediculos (Fig. 29C).

A B 5 C

/[
/
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Figura 29. Tricomas secretores em secgdes de caules de A. unedo, apds coloragdo para

50 pm 100 pm

detecdo de mucilagens (A, B) e de pectinas (C). (A) Coloragdo negra na cabeca
secretora. (B) Auséncia de coloracdo na secre¢do e no pediculo. (C) Coloracéo rosa nas

células da cabega secretora e auséncia de coloragdo nas células do pediculo.

Na detecdo de fendis em MO com o tricloreto de ferro, a coloracdo verde escura
a negra caracteristica observou-se na cabeca glandular (Fig. 30B), sendo inexistente no

secretado e quase impercetivel no pediculo (Fig. 30A).

t:\) 100 pm 100 pm

Figura 30. Tricomas secretores em sec¢Ges de caules de A. unedo, apés coloragdo
com tricloreto de ferro. (A) Coloragdo quase impercetivel nos pediculos. (B)

Coloracéo verde-escura a negra na cabega glandular, sendo inexistente na secretado.
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A detecdo de flavonodides no microscopio de fluorescéncia foi bastante
satisfatoria. Praticamente todos o0s tricomas secretoras apresentaram intensa
fluorescéncia amarela-esverdeada, nomeadamente nas células da cabeca e no secretado
(Fig. 32), indicando que estes serdo os locais preferenciais de acumulacdo de
flavonoides. Nas células dos pediculos, a fluorescéncia foi inexistente (Fig. 32A) ou, em

muitos poucos casos, francamente menor.

Figura 32. Tricomas secretores em sec¢des de caules de A. unedo, sob luz ultravioleta,

apos aplicacdo de cloreto de aluminio. (A, B) Intensa fluorescéncia amarela-esverdeada,
nas células da cabeca e no secretado, onde se acumulam os flavonoides. Nas células dos

pediculos, a fluorescéncia é inexistente.

Com o reagente de Nadi, a secrecdo aderida a cabeca glandular surgiu com uma
cor azul intensa (Fig. 31), enquanto nas células secretoras da cabeca e do pediculo ndo

foi observada coloragéo (Fig. 31A).

. e = a4 % :
Figura 31. Tricomas secretores em seccBes de caules (A) e folhas (C) de A.
unedo, apds coloracdo com reagente de Nadi. Secrecdo apresentando

coloracdo azul intensa. Nas células dos pediculos ndo ocorreu coloragéo.
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3.3 ISOLAMENTO DOS OLEOS ESSENCIAIS
Apb6s 2,5 h de destilacdo do material crescido in vivo, ndo se verificou a

existéncia de 6leo essencial.

3.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE PROTEASICA

A atividade proteolitica dos tricomas secretores foi confirmada em ensaios de
digestdo de proteina num gel, utilizando diferentes 6rgaos com tricomas. Os resultados
mostram que, quer os tricomas das folhas (Fig. 33A), quer dos caules (Fig. 33C),
produzem proteinas digestivas. Esta digestdo é evidenciada pelo aparecimento de um
halo branco na zona de contacto dos tricomas com a superficie do gel. No caso dos
controlos negativos, em que os 6rgdos ndo possuiam tricomas secretores, ndo ocorreu
digestdo proteica (Fig. 33B, D). Quanto ao controlo negativo correspondente a auséncia
de gelatina, ndo se verificou a existéncia de coloracdo e, relativamente ao controlo
positivo, que correspondeu a presenca de gelatina em meios onde ndo se colocou
material vegetal, existiu coloracdo, ndo tendo sido verificada nenhuma descoloragéo, ou

seja, 0S meios permaneceram homogéneos.

onde os tricomas secretores estdo presentes. Existéncia de proteinas

digestivas nos tricomas de uma folha (A), e de uma secg¢éo de caule
(C), evidenciada pelo aparecimento de um halo branco. (B, D)

Controlos negativos sem digestdo proteica. Barras = 1 cm.
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O protocolo adotado para a extracao de proteinas a partir dos tricomas mostrou a
sua presenga mas em reduzida quantidade, como se pode observar pela fraca coloracéo
das bandas obtida com nitrato de prata (Fig. 34). Apesar disso, nos diferentes materiais
testados, verificou-se que a coloracdo das bandas foi mais intensa nos extratos
provenientes das amostras 1, 3 e 5 (Fig. 34), que correspondem, respetivamente, a
epiderme sem tricomas (controlo), a epiderme com tricomas retirada de medronheiros
crescidos in vivo e a tricomas isolados, retirados da epiderme de medronheiros
crescidos in vivo. J& nas restantes amostras 2 e 4, que correspondem, respetivamente, a
tricomas associados a epiderme de medronheiros crescidos in vitro e a tricomas
associados a uma reduzida quantidade de epiderme de medronheiros crescidos in vivo,

ndo se observaram resultados significativos.

Figura 34. Extracéo de proteina total de tricomas secretores e

tecidos associados. P: padrdo. Amostra 1: controlo (epiderme
sem tricomas). Amostra 2: tricomas associados a epiderme
de medronheiros crescidos in vitro. Amostra 3: epiderme
com tricomas retirada de medronheiros crescidos in vivo.
Amostra 4: tricomas associados a uma reduzida quantidade
de epiderme de medronheiros crescidos in vivo. Amostra 5:
tricomas retirados da epiderme de medronheiros crescidos in

vivo.

61



RESULTADOS

A andlise da actividade proteasica através da zimografia, do mesmo material
vegetal utilizado anteriormente, mostrou uma ligeira descoloracdo do gel (Fig. 35) que,
supostamente, podera corresponder a alguma atividade proteésica, em trés das amostras
(amostras 1, 3 e 5). Curiosamente, estas amostras sdo aquelas em que se obteve uma

coloracdo mais acentuada das bandas quando se utilizou o nitrato de prata.

Figura 35. Detecdo da atividade protedsica através de

zimografia. Foram utilizados os mesmos materiais que na
figura 34. As setas indicam a existéncia de descoloragdo. P:

padréo.

Ap0s as leituras no fluorimetro das amostras 1, 3 e 5, que correspondem,
respetivamente, a epiderme sem tricomas (controlo), a epiderme com tricomas retirada
de medronheiros crescido in vivo e a tricomas isolados, retirados da epiderme de
medronheiros crescidos in vivo, verificou-se que os valores obtidos foram sempre
inferiores a 300 RFU em qualquer das amostras. Aquela em que os valores de RFU
foram mais elevados foi a amostra 1, tendo-se obtido o valor de 280,302 RFU. As
amostras 2 e 4, que correspondem, respetivamente, a tricomas associados a epiderme de
medronheiros crescidos in vitro e a tricomas associados a uma reduzida quantidade de
epiderme de medronheiros crescidos in vivo, ndo foram analisadas por fluorimetria em

virtude de ndo se ter detectado qualquer atividade proteasica nos zimogramas.
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Figura 36. Valores de RFU nas amostras 1, 3 e 5, apds leitura no fluorimetro. (A) Amostra 1,

correspondente ao controlo (epiderme sem tricomas). (B) Amostra 3, tricomas associados a

epiderme de medronheiros crescidos in vitro. (C) Amostra 5, tricomas isolados, retirados da

epiderme de medronheiros crescidos in vivo.
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4.1 PROPAGACAO DO MEDRONHEIRO
4.1.1 Germinagéao de Sementes

A propagacdo de plantas através de semente €, geralmente, um método simples,
muito embora em algumas espécies ndo se obtenham os resultados pretendidos,
tornando-o, por isso, pouco viadvel. Esta dificuldade deve-se sobretudo a dureza e
impermeabilidade do tegumento, a “dorméncia do embrido” causada por interac¢des
hormonais, ou a ambos os factores, que provocam a inibi¢cdo da germinacéo (Smiris et
al., 2006). Para além disso, quando o objetivo é obter plantas geneticamente uniformes,
a propagacdo por via seminal ndo garante a uniformidade das plantas obtidas. Vérias
espécies de Arbutus apresentam dorméncia da semente, o que limita a germinacao e
torna, por isso, este método pouco eficaz (Tilki, 2004; Demirsoy et al., 2010; Ertekin &
Kirdar, 2010). Deste modo, ha a necessidade de recorrer a técnicas que permitam
ultrapassar esta limitagdo. Estas incluem a escarificagdo do tegumento, a estratificacédo,
manipulacdo do fotoperiodo ou aplicacdo de reguladores de crescimento,
nomeadamente as giberelinas (Tilki, 2004; Demirsoy et al., 2010; Ertekin & Kirdar,
2010). A estratificacdo, a baixas temperaturas, tem mostrado ser um dos métodos mais
eficazes na estimulacdo da germinacdo, isto €, na quebra de dorméncia das sementes de
A. unedo, tendo ja sido obtidas taxas de germinacgdo elevadas (Ceccherini et al., 1998;
Smiris et al., 2006; Ertekin & Kirdar, 2010).

Assim, Tilki (2004), obteve uma taxa de germinagdo de 89% em sementes
tratadas com GAg3, enquanto que as sementes sujeitas a 9 semanas de estratificacdo, a
4°C, revelaram uma taxa de germinacdo ligeiramente inferior, 86%. Resultados
semelhantes foram obtidos por Smiris et al. (2006) e por Ertekin & Kirdar (2010), que
estimularam a germinacdo pelo uso de citocininas e poliestimulinas. Demirsoy et al.
(2010) concluiram que a taxa de germinacdo aumenta com a concentracdo de acido
giberélico e que, nos cinco genotipos testados, a crescente duracdo da estratificacdo a
baixas temperaturas fez aumentar a taxa de germinacdo. No presente trabalho
utilizou-se a estratificacdo durante periodos relativamente reduzidos, tendo-se
verificado que a taxa de germinacdo aumentou com o numero de dias de exposi¢do ao
frio. Também Martins (2012) chegou a mesma concluséo, isto é, com um periodo de
estratificacdo de 14 dias obteve uma taxa de germinacdo de cerca de 90% e com
periodos de estratificacdo de 21 e 28 dias obteve resultados proximos de 100%. As taxas

de germinacdo mais reduzidas verificadas nos nossos ensaios podem estar relacionadas
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com a aplicacdo de tratamentos diferentes ou resultarem do facto das sementes testadas

terem um periodo de armazenamento de cerca de trés anos.

4.1.2 Cultura in vitro

Ao contrario do que acontece na propagacdo de plantas através de semente, na
cultura in vitro o objetivo é a manutencdo de um determinado gendtipo de interesse nas
plantas propagadas (Canhoto, 2010; Gomes, 2011). Através de métodos convencionais
podem ser feitos ensaios de propagacdo vegetativa, sendo estes métodos mais morosos e
menos eficientes que os métodos de micropropagacao, que se revelam uma alternativa
mais viavel (Canhoto, 2010; Gomes, 2011). Algumas técnicas de micropropagacao
foram j& aplicadas na propagacdo in vitro de plantas lenhosas, sendo a proliferacdo de
meristemas axilares a técnica mais usada na propagacdo de Ericaceas, em particular do
medronheiro (Gomes & Canhoto, 2009). No presente trabalho, o objetivo foi obter
material in vitro para realizar o estudo dos tricomas, por isso ndo foram realizadas
andlises relativas as taxas de micropropagacdo e a outros parametros normalmente
avaliados neste tipo de ensaios. No entanto, os ensaios de micropropagacdo permitiram
multiplicar gendtipos selecionados a partir da cultura de nds e proliferacdo dos
meristemas axilares, com sucesso. Para além disso, o estudo levado a cabo por Martins
(2012), que incluiu diferentes técnicas de propagacdo do medronheiro, como a
embriogénese somatica, organogénese e multiplicacdo em meio liquido, conduziu a
resultados promissores para a producdo em massa desta espécie através de cultura in
vitro.

Esta técnica tem imensas vantagens praticas e comerciais devido a pequena
quantidade de material, espaco e tempo requeridos e a elevada qualidade e producéo
obtidas (Chawla, 2010; Gomes, 2011). Devido ao seu grande potencial para a
propagacdo em massa, este método de propagacdo deve ser alvo de estudos mais
detalhados, especialmente no que diz respeito as causas da sua ocorréncia.
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4.2 ESTRUTURAS SECRETORAS

O conhecimento das estruturas secretoras do género Arbutus é muito reduzido.
Tanto quanto se sabe, apenas dois trabalhos fazem alusdo a estas estruturas, sem
estabelecerem qualquer ligacdo com a producdo de secrecGes. Num estudo que visa
apenas a taxonomia, Sorensen (1987) referiu a presenca de pélos glandulares nos
peciolos das folhas de A. glandulosa e A. tessellata, salientando que estes diferem em
comprimento nas duas espécies. Becerra & Ezcurra, (1986), num estudo sobre a relagédo
dos pélos glandulares de A. glandulosa com a herbivoria e os limites morfolégicos
difusos entre esta espécie e A. xalapensis, concluiram que as espécies glabras sao mais
sensiveis a herbivoria. Em A. unedo ndo se conhecem estudos sobre as estruturas
secretoras, muito embora Kivcak et al. (2001) tenham analisado a composi¢éo do 6leo
essencial desta espécie, em exemplares provenientes da Turquia. O presente trabalho é,
por isso, o primeiro estudo detalhado relativo a caracterizagdo morfologica, estrutural e
histoquimica das estruturas secretoras desta espécie.

O indumento dos caules e das folhas jovens dos medronheiros €
maioritariamente glandular, apesar de os caules possuirem também um nimero reduzido
de pélos ndo glandulares, com dimensdes reduzidas. Na literatura, estes pélos séo
designados genericamente por tricomas de revestimento ou cobertura, enquanto os pélos
glandulares sdo designados frequentemente tricomas glandulares ou secretores
(Hallahan & Gray, 2000). Por conveniéncia, no capitulo dos resultados usou-se também
esta designacdo, em sentido amplo, para os pélos glandulares do medronheiro, tendo em
conta as suas caracteristicas morfoldgicas e estruturais. No entanto, conforme referido
na seccao 1.4.1, os tricomas apresentam uma enorme diversidade sob varios aspetos, 0
que torna a sua classificacdo complicada e, por vezes, controversa (Theobald et al.,
1980; Hallahan & Gray, 2000). Segundo alguns autores (Uphof, 1962; Hallahan &
Gray, 2000; Ascensdo, 2007) a morfologia, por si s6, ndo é suficiente para caracterizar
estruturas secretoras. A anatomia, ontogenia, composicdo quimica do secretado e
processo secretor sdo também, entre outros, carateres absolutamente necessarios. Assim,
embora por exemplo as designacBes tricomas e emergéncias sejam muitas vezes
utilizadas como sinénimos, apenas o0s estudos ontogénicos detalhados permitem
diferenciar estes dois tipos de estruturas (Hallahan & Gray, 2000; Ascenséo, 2007). No
medronheiro, 0 processo ontogénico das estruturas glandulares ndo foi seguido em
detalhe, mas algumas imagens de secg¢des finas de caules e folhas jovens mostram que

na sua origem estdo células epidémicas e subepidérmicas. Este facto leva-nos a
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considerar estas estruturas secretoras, em sentido estrito, como emergéncias glandulares
ndo vascularizadas. Para além disso, apesar de variarem muito em termos de dimensdes
do pediculo, todas elas parecem ser da mesma tipologia tendo em conta a semelhanga da
constitui¢do, organizacdo estrutural e composic¢do quimica do secretado. Também nas
plantas crescidas in vivo e in vitro ndo foram encontradas diferencas significativas
nestas emergéncias glandulares.

Ap0s a secrecdo ser produzida, esta € eliminada para o espago periplasmatico e,
posteriormente, para o espaco subcuticular formado pelo destacamento da cuticula do
resto da parede celular. Esta eliminacdo ocorre via plasmodesmos ou através de
microporos existentes na parede. Na maioria das espécies, a secrecao é depois libertada
por rutura da cuticula ao longo de uma linha pré-determinada geneticamente (Fahn,
1988; Ascensao et al., 1999). Em alguns casos, porém, esta linha ndo existe e a secrecdo
é eliminada por meio de poros existentes na cuticula (Ascensdo, 2007). Em A. unedo,
ndo se obtiveram imagens que mostrem o destacamento da cuticula e a formacéo de um
amplo espaco subcuticular no qual a secrecdo € acumulada. Em vez disso, a secrecao
cobria frequentemente a cabeca glandular das emergéncias, na forma de uma gota
proeminente com uma superficie perfeitamente lisa. Nas amostras de material em que a
secrecdo foi removida, as células glandulares apresentavam uma superficie rugosa com
pequenos orificios (microporos) por onde possivelmente se da a eliminacao da secre¢éo.
O facto de frequentemente se observar a escorréncia da secre¢do ao longo do pediculo
parece apoiar este processo de eliminacdo da secrecdo, que € diferente daquele que se
verifica na maioria das espécies (Fahn, 1988; Ascensao et al., 1999).

Apos a fase de secrecdo, as células glandulares, em geral, degeneram, pelo que o
tricoma acaba por perder a sua funcionalidade (Croteau, 1988; Ascensdo, 2007). Em A.
unedo as emergéncias glandulares encontram-se predominantemente nos caules e folhas
jovens, em pleno crescimento, diminuindo em namero com a lenhificacdo da planta, até
desaparecerem por completo. Este facto sugere uma funcdo protetora destas
emergéncias glandulares durante as fases iniciais de desenvolvimento da planta
(Ascensdo & Pais, 1987; Ascensdo et al., 1998; Ascenséo et al., 2001).

A caracterizacdo histoquimica da secrecdo de A. unedo indica que esta é
constituida maioritariamente por lipidos, flavonoides e terpendides. Para alem disso, a
coloracgéo azul obtida com o reagente de Nadi para a detecdo de terpendides sugere que
podemos estar na presenca de terpendides de alto peso molecular ou de &cidos resinicos,

pelo que o secretado podera ter um carater idéntico ao da cola ou da resina, ou seja, ser
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uma oleoresina. Na verdade, alguns autores (Ascensédo et al., 2007) referem que, no
caso particular das plantas, os terpenos neutros tendem a corar de rosa e 0s &cidos
resinicos de violeta a azul. Com os testes para a detecdo de proteinas, mucilagens e
pectinas obtiveram-se resultados negativos, o que indica que estes compostos estardo
ausentes, ou em pequena quantidade no secretado, ou entdo ndo foram detetados por a
secrecdo ter sido removida. Esta ultima situacdo € plausivel, uma vez que a gota de
secre¢do ndo era muitas vezes observada, a0 mesmo tempo que estes compostos eram
detetados nas células secretoras da cabeca, utilizando os mesmos testes histoquimicos.
Para além disso, o facto de a secrecdo ser viscosa, hialina e pegajosa ao toque, leva a
admitir que estariam presentes mucilagens. J& no caso das proteinas, a auséncia de
coloracdo no secretado esta de acordo com a reduzida quantidade de proteina detetada
através da eletroforese. E interessante referir que, na analise bioquimica das folhas do
medronheiro ja realizada por varios autores (Gaspar et al., 1997; Kivcak et al., 2001;
Legsseyer et al., 2004; Carcache-Blanco et al., 2006; Males et al., 2006; Fiorentino et
al., 2007; Sanjust et al., 2008; Oliveira et al., 2009; Serce et al. 2010; Mendes et al.,
2011; Oliveira et al., 2011; Malheiro et al., 2012), foram encontrados diversos
compostos quimicos, tais como terpendides, a-tocoferol, compostos fendlicos e dleos
essenciais. Como antes se referiu, a secrecdo das emergéncias desta espécie contém
abundantes terpendides e flavonoides, mas, aparentemente, a fracdo de 6leos essenciais
é inexistente ou muito reduzida.

Os 0leos essenciais tm um interesse especial do ponto de vista econémico, por
terem aplicabilidade em varios tipos de industrias (Proenca da Cunha, 2007). Séo
compostos volateis de baixo peso molecular, maioritariamente constituidos por
terpendides (Sangwan et al., 2001). Na maioria das vezes localizam-se em tricomas
glandulares, tal como acontece com as resinas (Voigt & Gorb, 2010) e, segundo alguns
autores (Goodwin & Mercer, 1983), as resinas tém na sua constituicdo uma mistura de
compostos volateis e ndo volateis. No entanto, apesar de existirem terpendides na
composicdo quimica do secretado de A. unedo, este ndo é considerado uma planta
aromatica nem pertence a nenhuma destas familias. Para além disso, contrariamente aos
resultados obtidos por Kivcak et al. (2001) com medronheiros provenientes da Turquia,
0s ensaios de extracdo de 6leo essencial realizados no presente trabalho ndo foram bem
sucedidos. Deste modo, é de admitir que os terpendides, embora existam, sejam de peso
molecular elevado, o que impede a volatilizacdo. Por outro lado, pode acontecer que

aqueles autores tenham utilizado uma quantidade de material vegetal bastante superior a
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utilizada neste trabalho, ou que se esteja na presenca de diferentes ecotipos e/ou
quimiotipos, que implicam alteragdes na composicdo quimica do secretado (Salgueiro,
1994; Figueiredo et al., 1997).

As estruturas secretoras desempenham vérias fungdes, tendo recentemente
interessado cada vez mais investigadores, que tentam compreender e explorar a
capacidade destas secretarem compostos quimicos tdo diversos. Assim, para além da
importancia econdmica, resultante do facto de poderem ter diversas aplicacbes (como
farmacos, pesticidas naturais, aromatizantes, fragancias, etc), os tricomas secretores, em
sentido amplo, sdo também muito importantes ecologicamente. Participam, por
exemplo, na regulacdo de temperatura, aumento da reflex&o de luz, diminuigéo da perda
de agua, secrecdo de iGes e poluentes, reducdo da movimentacdo de insetos na planta,
protecdo contra fungos e bactérias, atracdo de polinizadores e efeitos alelopaticos
(Levin, 1973; Fahn, 1979; Juniper et al., 1989; Owen & Thompson, 1991; Wagner,
1991; Duke, 1994; Wagner et al., 2004). No medronheiro, as emergéncias agora
estudadas parecem estar especialmente envolvidas na protecdo contra fatores externos
bidticos e abidticos, nomeadamente ataques de insetos, perdas de &gua, temperatura
excessiva, podendo também estar envolvidos na atracao de agentes polinizadores devido
ao aspeto brilhante da secrecdo (Hallahan & Gray, 2000).

Nas plantas insetivoras existem glandulas digestivas que secretam enzimas que
digerem o corpo dos insetos capturados, de modo a completar o seu metabolismo com
os nutrientes em falta. A secrecdo destas glandulas é altamente viscosa, o0 que faz com
que os insetos fiquem aderidos aos tricomas e morram, havendo depois a possibilidade
de assimilacdo de minerais (Ellison, 2006), elementos vestigiais (Adlassing et al., 2009)
e carbono orgénico (Sirova et al., 2010), por forma a completar o metabolismo
(Simoneit et al., 2008; Adlassnig et al., 2010). Com o0 objetivo de determinar se as
emergéncias glandulares do medronheiro poderiam ter algum papel na digestdo de
insetos, foram realizados diversos ensaios para averiguar a existéncia de proteases na
secrecdo. Como ja foi referido, a quantidade de proteinas detetada, quer através da
analise histoquimica, quer por determinacdo bioguimica da proteina total, foi reduzida.
No entanto, niveis reduzidos de proteina foram também encontrados nas estruturas
secretoras de plantas insectivoras e, de acordo com Adlassnig et al. (2010), no género
Drosera ndo foram encontradas proteinas ou outros compostos azotados antes da
estimulacdo pelas presas, sendo as enzimas digestivas libertadas apenas depois desta
ocorrer (Rost & Schauer, 1977).
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Os ensaios de digestdo de proteina em géis mostraram que, quer as emergéncias
das folhas, quer dos caules, exibem atividade proteolitica. A detecdo desta actividade
revelou-se promissora, tendo sido realizado um zimograma onde, porém, se constatou
que esta atividade era residual, devido a reduzida descoloracdo das amostras no gel.
Procedeu-se, entdo, a leitura no fluorimetro das amostras mais significativas, pois caso
existisse atividade proteolitica, ocorreria clivagem e libertagdo do fluorocromo, havendo
fluorescéncia traduzida em RFU (Unidade Relativa de Fluorescéncia), que sé é
considerada significativa a partir do valor 1000 RFU. Verificou-se que os valores RFU
foram todos inferiores a 300, pelo que se concluiu que esta existéncia nao era
significativa.

Estes dados indicam que a atividade enzimatica a que se assistiu ndo estara
relacionada com as proteases possivelmente existentes nas emergéncias glandulares,
mas com enzimas normalmente presentes na planta. Embora os insetos fiqguem presos
nos caules e folhas de medronheiro e acabem por morrer, os resultados sugerem que as
emergéncias ndo tém qualquer envolvimento em processos andlogos aos que ocorrem
nas plantas insetivoras. Deste modo, é mais plausivel admitir que, dada a sua
localizacdo preferencial em caules e folhas jovens, as emergéncias constituam um
mecanismo de protecdo da planta contra a herbivoria, nomeadamente pequenos insetos
sugadores, que se alimentam da seiva recolhida nas partes mais jovens da planta.
Contudo, segundo Simoneit et al. (2008), o facto de ndo existirem enzimas digestivas
ndo significa que a planta ndo possa ser protocarnivora, tal como acontece em varias
espécies de Roridula. Nestas plantas, os insetos aderidos a secrecdo ndo sdo digeridos
diretamente, tendo sido introduzido o termo “carnivoria indireta” para explicar esta
interacdo. O processo ocorre através de uma associacdo mutualista entre um hemiptero,
fungo ou bactéria e as plantas protocarnivoras. As fezes e os restos ndo digeridos das
presas contribuem, assim, para o fornecimento de minerais a planta, particularmente
fésforo e azoto (Ellison, 2006). O género Roridula foi considerado como tendo a
armadilha adesiva mais eficaz para insetos, sendo composta maioritariamente por
triterpendides ou resinas terpénicas, constituidas por terpendides, acidos gordos e
flavondides, que poderdo ser responsaveis pelo carater viscoso da secrecdo (Adlassnig
et al., 2010; Voigt & Gorb, 2010). Esta composi¢éo e viscosidade ocorre também em A.
unedo. Curiosamente, além do género Roridula, também outras Ericaceas, como o
género Rhododrendon e a espécie Erica tetralix, foram descritas como possuindo

armadilhas para insetos, ndo sendo consideradas plantas carnivoras (Adlassnig et al.,
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2010). Esta condicdo podera ser também, eventualmente, atribuida a A. unedo. Todos
estes dados indicam que estas estruturas podem ter surgido como um mecanismo
evolutivo de adaptacdo as condi¢cBes ambientais, ndo tendo um papel ativo na digestao

de tecidos para a obtencao de nutrientes.
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Os métodos de propagacao clonal sdo de grande importancia em programas de
melhoramento de plantas ou na clonagem de gendtipos de interesse. A clonagem in vitro
tem-se revelado, em muitas espécies, um método muito eficaz de propagacdo, em
particular quando as técnicas convencionais de clonagem ndo sdo tdo viaveis. Em
espeécies arboreas utilizadas na silvicultura ou na fruticultura, a propagacdo a partir de
sementes ndo é normalmente utilizada, uma vez que ndo se garante a uniformidade,
genética e fenotipica, das plantas. No entanto, em alguns casos, a germinacdo de
sementes € interessante, mesmo nestas espécies. Por exemplo, para a obtencéo de porta-
enxertos ou em programas de melhoramento em que 0 que se pretende obter é
variabilidade genética e ndo uniformidade. Nestes casos é conveniente que as taxas de
germinacdo sejam elevadas. Neste trabalho, embora o objetivo final ndo fosse a
obtencdo de plantas, foram realizados ensaios de germinacdo, para analise das estruturas
secretoras. Os resultados mostraram que a estratificacdo, a baixas temperaturas e
durante periodos de tempo crescentes, € um processo eficaz, permitindo obter taxas de
germinacdo elevadas.

Os ensaios realizados permitiram caracterizar, sob o ponto de vista morfoldgico,
estrutural e histoquimico, as estruturas secretoras presentes nas folhas e nas partes
menos lenhificadas do caule dos medronheiros. Verificou-se a existéncia de dois tipos
de estruturas, tricomas de revestimento ou cobertura (no secretores e presentes apenas
nos caules) e emergéncias glandulares (presentes nos caules e nas folhas, especialmente
qguando jovens). As emergéncias consistem de um pediculo pluricelular, multisseriado, e
uma cabeca glandular, também pluricelular, ndo tendo sido encontradas diferencas
significativas destas estruturas nas plantas crescidas in vivo e in vitro. Ainda assim, seria
importante realizarem-se, no futuro, estudos ontogénicos detalhados destas estruturas,
para averiguar a sua formacdo e desenvolvimento desde os estados mais iniciais
podendo assim, proceder-se a uma caracterizacdo mais rigorosa.

A anélise histoquimica da secrecdo revelou que esta tem caracteristicas de uma
oleorresina, composta em grande parte por lipidos, flavondides e terpendides. Outros
compostos, como proteinas, polissacarideos, mucilagens, pectinas e fendis, foram
detetados nas células glandulares mas ndo na secregdo, provavelmente por ndo existirem
em quantidade significativa ou por a secrecdo ser frequentemente arrastada, devido a
sua hidrofilia.

Quanto a avaliacdo da atividade protedsica da secrecdo, através de diferentes

ensaios, concluiu-se que ela era residual. Aparentemente, a secre¢do nao tem este tipo
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de atividade, pelo que néo se considera esta espécie como uma planta insetivora. Deste
modo, tendo em conta a abundancia das emergéncias nos caules e nas folhas jovens, e a
sua quase inexisténcia no estado adulto, é de admitir que estas estruturas constituam um
mecanismo de protecdo da planta contra fatores abidticos e bidticos, nomeadamente
contra a herbivoria devida a pequenos insetos sugadores da seiva. No entanto, varios
autores ja demonstraram que outros ensaios sdo igualmente importantes para determinar
esta caracteristica e que, mesmo néo existindo proteases, tal ndo significa que a planta
ndo possa ser considerada uma protocarnivora. Assim, outros testes deverdo ser
realizados no futuro, para se averiguar se A. unedo possui tal estatuto, visto partilhar

diversas caracteristicas em comum com este tipo de plantas.
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