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RESUMO

As ameagas crescentes a perda de biodiversidade impdem medidas que invertam
essa tendéncia. A fitodiversidade ¢ a base da vida na Terra e indispensavel ao
funcionamento dos ecossistemas pelo que a sua conservagao ¢ urgente, particularmente a
de espécies raras e em maior risco, como as endémicas, de habitats e caracteristicas muito
peculiares. O conhecimento de propriedades intrinsecas a estes taxa promove a sua
valorizagdo e interesse € o recurso a técnicas de micropropagacao in vitro permite a sua
preservacao pela utilizagdo e aplicagao sustentaveis.

Neste contexto, propusemo-nos estudar as Apiaceae ibéricas endémicas com
representacdo em Portugal, identificando catorze faxa pertencentes a onze géneros
(Angelica, Bunium, Conopodium, Daucus, Distichoselinum, Eryngium, Ferula, Ferulago,
Laserpitium, Seseli, Thapsia), 13 endemismos de Portugal e Espanha e um endemismo
exclusivamente portugués, Daucus carota subsp. halophilus. Este taxon e Angelica
pachycarpa, Distichoselinum tenuifolium e Seseli montanum subsp. peixotoanum tém uma
area geografica de distribuicdo mais restrita. Priorizando a colheita sustentada das espécies
mais ameacadas, pelo estudo de Floras, exemplares de Herbario e outra informacao
disponivel, procedeu-se a localizacdo, identificacdo, conservagdo e valorizacdo de treze
dos taxa, estando apenas Bunium macuca subsp. macuca por localizar. Para isso, foi feito o
reconhecimento das localidades e representacdo em Portugal, em mais de 150 saidas de
campo de norte a sul e os respetivos exemplares voucher depositados no Herbario COI. A
avaliacdo do ciclo de vida e fenologia ¢ determinante para a colheita sustentada, tendo-se
recolhido 11 taxa para o banco de sementes, dos quais seis foram novidade e integrados
pela primeira vez no banco de sementes do Jardim Botanico de Coimbra, Banco de
Germoplasma de Braga e do Millenium Seed Bank, em Kew. A reserva no Jardim Botanico
foi implementada para a conservacao ex situ (sementes e colegdes vivas) e in vitro € in situ
das plantas, com recurso a micropropagacdo dos quatro taxa prioritirios e respetiva
aclimatizacdo em condic¢des naturais.

Para a caraterizagdo morfoldgica dos faxa, ¢ dada a grande complexidade
taxondmica da familia, recorreu-se a metodologias complementares, como a morfometria,
microscopia Otica e de scanning, citometria de fluxo e caracteriza¢do de 6leos essenciais,

para distinguir Daucus carota subsp. maximus das outras trés subespécies nativas de

Conservacdo in vitro e ex situ e valorizacdo de Endemismos Ibéricos das Apiaceae Portuguesas xvii



Portugal (D. carota subsp. carota; D. carota subsp. halophilus;, D. carota subsp.
gummifer). Estudos similares permitiram distinguir duas subespécies de Eryngium duriaei,
nomeadamente, Eryngium duriaei subsp. duriaei e Eryngium duriaei subsp. juresianum.

Nos quatro taxa mais vulneraveis estabeleceram-se protocolos de micropropagagao
com vista @ multiplicagdo em larga escala. Foram testados diferentes tipos de explantes
(apices caulinares, segmentos foliares, peciolos e raizes) e diferentes técnicas de
micropropagacdo: proliferagdo de meristemas, organogénese e embriogénese somadtica.
Para todos os faxa foi possivel a regenera¢do por proliferacio de meristemas e por
embriogénese somatica bem como a respetiva aclimatagdo de plantas. Para alguns dos taxa
foi possivel verificar que a cultura in vitro nao induziu variabilidade ao nivel do cariétipo.

Para além dos ensaios de micropropagacdo, estabeleceu-se também um protocolo
de inducdo floral in vitro em Daucus carota subsp. halophilus tendo-se otimizado as
condi¢des de inducdo de floracdo e caracterizado este processo de morfogénese quer em
termos das condi¢des de cultura quer do desenvolvimento floral por microscopia 6tica e
eletronica de varrimento. Os resultados mostraram que o IAA e a BA sdo importantes na
evocacao floral. A andlise do polen mostrou que embora este fosse formado in vitro ndo foi
possivel conseguir a sua germinacdo quer em meio sintético quer em polinizagdes
artificiais.

Outro aspeto importante do trabalho centrou-se na caracterizagdo dos oOleos
essenciais de alguns faxa de forma a conseguir a sua valorizagdo e uma mais facil
aceitacdo em termos de conservagao. Este tipo de analises foi realizado em Daucus carota
subsp. halophilus, Distichoselinum tenuifolium, Seseli montanum subsp. peixotoanum e
Eryngium duriaei, (duas subespécies: Eryngium duriaei subsp. duriaei e Eryngium duriaei
subsp. juresianum) e ainda Thapsia minor. A composi¢do quimica dos oOleos foi
determinada por cromatografia géas-liquido de alta resolugdo e cromatografia géas-liquido
acoplada a espectrometria de massa. Para a maioria dos o6leos foram conseguidas
percentagens de identificacdo superiores a 90%. Os 6leos foram obtidos de plantas em
diferentes estdgios de desenvolvimento, com o objetivo de identificar a fase de maior
rendimento em 6leo essencial ou que produz 6leos de composi¢do particular. Foi feita a
avaliacdo da atividade antifungica de Oleos essenciais com vista a validagdo cientifica de
usos populares e eventual avaliacdo do seu potencial industrial. Os dleos essenciais que

apresentaram maior atividade antifungica foram os de Daucus carota subsp. halophilus,
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ricos em elemicina, particularmente contra dermatoéfitos e Cryptococcus neoformans. Os
Oleos essenciais de Distichoselinum tenuifolium e de Thapsia minor também revelaram ter
propriedades antifingicas, sendo o mirceno e o acetato de geranilo, respetivamente, o
constituinte quimico maioritario do 6leo.

Os oOleos essenciais mostraram ainda poder ser utilizados como importantes
auxiliares de diagnéstico quimiotaxondmico na avaliacdo, certificagdo e clarificacao
taxonomica de dois faxa, Daucus e Eryngium, comprovando-se a asarona como marcador
para Daucus carota subsp. maximus € a-neocalitropseno, o constituinte quimico marcador

exclusivo de Eryngium duriaei subsp. juresianum.

Palavras-chave: biodiversidade, citometria, cultura in vitro, floracdo, oOleos

essenciais, quimiotaxonomia.
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ABSTRACT

The increasing threats to biodiversity loss require measures to reverse this trend.
The phytodiversity is the basis of life on Earth and vital to the functioning of ecosystems,
so their conservation is urgently needed, particularly for rare species and those at higher
risks, such as endemics. The knowledge of the intrinsic properties of these taxa promotes
their interest and utility and the use of in vitro micropropagation techniques enables its
preservation for sustainable use and application.

In this context, it was decided to study the Iberian endemic Apiaceae with
representation in Portugal, identifying fourteen taxa belonging to eleven genera (Angelica,
Bunium, Conopodium, Daucus, Distichoselinum, Eryngium, Ferula, Ferulago,
Laserpitium, Seseli, Thapsia), 13 endemic faxa from Portugal and Spain and one
endemism restricted to Portugal, Daucus carota subsp. halophilus. This taxon and
Angelica pachycarpa, Distichoselinum tenuifolium and Seseli montanum subsp.
peixotoanum have a more restricted distribution. Prioritizing sustainable harvesting of the
most endangered species, through the study of Floras, herbarium specimens and other
available information, we have proceeded to the location, identification, conservation, and
enhancement of thirteen of the taxa, being Bunium macuca subsp. macuca the only taxon
left to trace. For that, we have made the recognition of locations and representation in
Portugal, in more than 150 field trips from north to south and the respective voucher
specimens were deposited in the COI Herbarium. The evaluation of the life cycle and
phenology is crucial for a sustainable harvesting. Based on this knowledge 11 faxa were
collected for the seed bank, from which six were new and integrated for the first time in the
seed bank of the Botanical Garden of Coimbra. Samples were also send to the Portuguese
Bank of Germoplasm (Braga) and to the Millennium Seed Bank (Kew). An ex-situ
collection was also implemented at the Botanic Garden of the University of Coimbra for
plants obtained from seeds and from in vitro culture of the four priority faxa.

For the morphological characterization of the taxa, and given the great taxonomic
complexity of the family, complementary methodologies such as morphology, optical and
scanning microscopy, flow cytometry and essential oils characterization were used to

distinguish the endemism Daucus carota subsp. maximus from the other three subspecies
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native of Portugal (D. carota subsp. carota, D. carota subsp. halophilus; D. carota subsp.
gummifer). Similar studies were carried out in Eryngium duriaei, to distinguish between
Eryngium duriaei subsp. duriaei and Eryngium duriaei subsp. juresianum.

For the most vulnerable species protocols of micropropagation were established for
large scale propagation. Different types of explants (shoot tip, leaf segments, petioles and
roots) were tested as well as different techniques of micropropagation: shoot proliferation,
somatic embryogenesis and organogenesis. In the conditions tested propagation was
achieved both by shoot proliferation and by somatic embryogenesis and plants have been
successfully acclimatized. Flow cytometry analysis showed that at least for some of the
taxa analysed no modifications in the karyotype were induced in vitro.

In addition to the micropropagation assays, a protocol for floral induction in vitro in
Daucus carota subsp. halophilus was established and the conditions for flower induction
optimized. Transition from vegetative to reproductive development was analysed by
histological and SEM studies. The results showed that the IAA and BA are important in
floral evocation. In vitro flowers produced morphologically normal pollen grains but
germination in vitro or in the pistil was not achieved.

The essential oils of some taxa, namely Daucus carota subsp. halophilus,
Distichoselinum tenuifolium, Seseli montanum subsp. peixotoanum and Eryngium duriaei
(two subspecies: Eryngium duriaei subsp. duriaei and Eryngium duriaei subsp.
juresianum) and still Thapsia minor were characterized and some of their biological
activities evaluated trying to make these taxa more interesting for conservation purposes.
The chemical composition of the oils was determined by high resolution gas-liquid
chromatography and gas-liquid chromatography coupled to mass spectrometry. For most
of the oils percentages of identification higher than 90% were obtained. The oils were
studied in plants with different stages of development, with the goal of identifying the
stage of the greater production of essential oil or oils of particular composition. An
evaluation of the antifungal activity of essential oils was made for the scientific validation
of popular uses and eventual evaluation of its industrial potential. Essential oils that
showed higher antifungal activity were those of Daucus carota subsp. halophilus, with
high levels of elemicine and larger capacity against dermatophytes and Cryptococcus

neoformans. Distichoselinum tenuifolium and Thapsia minor also revealed antifungal
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proprieties, being myrcen and geranyl acetate the major chemical compound of the oil,
respectively.

The analysis of the essential oils also showed to be an interesting tool for
chemotaxonomic diagnostic in the assessment, certification and taxonomic clarification of
two taxa, Daucus and Eryngium, confirming asarone as a marker for Daucus carota subsp.
maximus and o-neocallitropsene, as a chemical component unique of Eryngium duriaei

subsp. juresianum.

Key-words: biodiversity, chemotaxonomy, cytometry, essential oils, flowering, in

vitro culture.
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Figura 50: Cultura in vitro de Eryngium duriaei. Plantas de Eryngium duriaei em habitat natural onde se colheram as
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XXXiv Conservacdo in vitro e ex situ e valorizacdo de Endemismos Ibéricos das Apiaceae Portuguesas



INDICE DE TABELAS

Tabela 1: Endemismos ibéricos das Apiaceae portuguesas: distribuicdo geografica e critérios prioritarios de conservagao
Tabela 2: Locais e periodos de colheita das quatro de subespécies nativas de Daucus carota utilizadas nos estudos
morfoldgicos, na analise do teor em DNA e na caracterizag@o de 0le0S ESSENCIALS. ..ouvervierverrerrierireierierresreeeesieseeesseenenns 42

Tabela 3: Espécimes investigados para o estudo dos frutos de populagdes nativas das quatro subespécies de Daucus

COFOUQ. ..vvvvveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesesesesasas e sasesas e ea s e s s aeaas e s e s e s e s as e s e s e s e aasasa s e s e s s s e s e e e s e s e s e s e s e s e s e s e s e s e e e s e s e s e s e s es e s e s s s e s esssaseseseseesseseseseseseseseeeranes 43

Tabela 4: Populacdes de Eryngium duriaei: localidades e datas de colheita para estudos morfoldgicos, analise do teor em

DNA e caracterizagao de OlE0S ©SSEICIAIS. . .ccuuievierureetierieeiteesteeteestteesteesseeesseessaeesseessseasseessseesesassesssseessesssseensesssseesseenes 45
Tabela 5: Dados da colheita de sementes para CUltUTa 1N VITTO. .......evveriertirierierieieeit ettt ettt et ee e eneas 47
Tabela 6: Dados da colheita do material vegetal para estudo dos 01€0S €SSENCIAIS. ....c..eeeeruerierierierieniieierieieee e 62
Tabela 7: Locais onde foram detetados e recolhidos 0S diferentes zaxa. ..........cceeuerueeienieeiiininienieeieseetee e 71

Tabela 8: Sementes dos endemismos ibéricos das Apiaceae portuguesas e respetivos numeros do /ndex Seminum COL. 78

Tabela 9: Andlise morfométrica dos frutos das subespécies de Daucus carota nativas em Portugal............cccceeveereneenne. 80
Tabela 10: Estimativa do conteido de DNA nuclear das subespécies de Daucus carota. ............occvceevenceecenenneenennne. 83
Tabela 11: Estimativa do conteudo de DNA nuclear das populagdes de Eryngium duriaei. .............ccoceeveveecenennuenenen. 85

Tabela 12: Efeito da concentracdo de BA sobre a proliferacdo de rebentos caulinares em segmentos foliares de D. carota

subsp. halophilus, ap0s 4 SeMANAs de CULTUTA. ........couiiieiiiiiiee ettt ettt sbe et besee e eneeneeeas 87

Tabela 13: Proliferacdo de rebentos foliares em D. carota subsp. halophilus num segundo ciclo de cultura. .................. 88

Tabela 14: Enraizamento em meio base MS de rebentos caulinares de D. carota subsp. halophilus produzidos in vitro

em diferentes conCENtragiEs A€ BA. .......ooviiiiiiiieteeeee ettt e ettt et e et et eereenareenns 90

Tabela 15: Efeito da concentracdo de 2,4-D na induc@o de calo embriogénico em segmentos de raizes de D. carota

subsp. halophilus apds 2,5 MESES A€ CUITUTA. .......eoiiriiiieiiiiee ettt sttt et e sttt et e et e teeseebesseensesaeensas 92

Tabela 16: Efeito da concentragdo de 2,4-D na indug@o de calo embriogénico em segmentos foliares de D. carota subsp.

halophilus apds 2,5 MESES A€ CUITUTIA. .....ecueiiiiiiiiiitiiiet ettt ettt et e bttt e bt e at e b e ea s e beeste bt eatenbeeseenbesanenee 92

Tabela 17: Efeito da concentragdo de acido giberélico (GA;) na inducdo da floragdo in vitro de Daucus carota subsp.

FUALOPRIIUS. ..ottt ettt ettt e e et e s e et e e s tesseen s e e s e e s tesseesseasaesse s e ass et e estenseensesseesseseansensenssensenseensensnans 104

Conservacdo in vitro e ex situ e valorizacdo de Endemismos Ibéricos das Apiaceae Portuguesas XXXV



Tabela 18: Efeito da concentrag@o da sacarose na inducdo da floragdo in vitro de Daucus carota subsp. halophilus. ... 105

Tabela 19: Efeito da concentracdo de BA na proliferacdo de rebentos em apices caulinares de Distichoselinum

tenuifolium, apos 4 SEMANAS € CUITUTA. .......ccveriirieiieieteseeteete ettt ettt e et e e st e b e s teesaesseessesseessesseeseesseeseesseensensenssensennsen 115

Tabela 20: Proliferacdo de rebentos em apices caulinares de Distichoselinum tenuifolium, num segundo ciclo de cultura.

Tabela 22: Efeito de BA na indugdo de rebentos caulinares em segmentos foliares de Distichoselinum tenuifolium. .... 119

Tabela 23: Formagdo in vitro de rebentos caulinares apds duas inoculacdes dos apices caulinares de Angelica

DACHYCATDA. ...ttt ettt ettt b et e bt et s bttt e bt et s bt et e bt e st e s bt et e sb b et e s bt e bt eb b et e sbeenbesbeenenbeens 122

Tabela 24: Indugio de embriogénese somatica em Angelica pachycarpa, em calos mantidos in vitro mais de um ano. 123

Tabela 25: Germinagao de embrides somaticos em Angelica pachycarpa, apds um més de cultura. ...........cccceeeeenennene. 123

Tabela 26: Efeito da concentragdo de BA sobre a proliferagdo de rebentos em apices caulinares de Seseli montanum

subsp. peixotoanum, apOs4d SEMANAS AE CUILUTAL .......ecvieciiriieieitieciereetete et eteete e et et e e ebeeseesesseessesseessesseessesseessessasseens 127

Tabela 27: Efeito da concentracdo de BA sobre a proliferagdo de rebentos em apices caulinares de Seseli montanum

subsp. peixotoanum, num segundo ciclo de Proliferagaon..........ceecieriirieriirieiieieie sttt e 128

Tabela 28: Embriogénese somatica em segmentos foliares de Seseli montanum subsp. peixotoanum, sob a agdo de

diferentes CONCENLIACOES AE 2,4-D.....cc.eiciiiiiieiiieiieeie ettt et ete e ste e st e e bt e stae e teessseeseessseesseassseassseensaessseanseessseenseensseenses 130

Tabela 29: Estimativa de plantulas produzidas por embriogénese somatica em segmentos foliares de Seseli montanum

subsp. peixotoanum, cultivados in vitro em 0,1 ME/L 2,4-D ......c.cccoiieoiiiiiieiieiese ettt se et sae e sseenees 130

Tabela 30: Resultados dos protocolos otimizados para a micropropagacao dos quatro endemismos mais vulneraveis das

Apiaceae endémicas ibéricas, representadas em Portugal. ..........cccovieiiiiiiiiiiiiieee e 134

Tabela 31: Composi¢do quimica dos 6leos essenciais de Daucus carota subsp. halophilus no Algarve: Cabo de S.

Vicente e Arrifana (amostras 1 e 3 — umbelas em antese; amostras 2 ¢ 4 — umbelas com frutos maduros)...................... 136

Tabela 32: Atividade antifungica (CMI e CML) dos o6leos de Daucus carota subsp. halophilus contra estirpes de

leveduras, dermatofitos e Aspergillus (amostra 1 — umbelas em antese; amostra 2 — umbelas com frutos maduros)....... 138

Tabela 33: Composicdo dos oOleos essenciais de Distichoselinum tenuifolium (amostras 1 ¢ 3 - umbelas em antese;

amostras 2 € 4 - umbelas com frutos MAQUIOS). .....cc.eeieriiiieriieieie ettt sttt e tesbe e esbeenaesaeenean 140

XXXVi Conservacdo in vitro e ex situ e valorizacdo de Endemismos Ibéricos das Apiaceae Portuguesas



Tabela 34: Atividade antifingica (CMI e CML) do 6leo de Distichoselinum tenuifolium e do mirceno

contra estirpes de leveduras, dermatOfitos € ASPErGillUS. .......couuvevveieeieiieeiiieieeeesie sttt seeens 141

Tabela 35: Composi¢do dos 6leos essenciais de Seseli montanum SUbSp. PEiXOIOANUM. .............ccccveeiecrerercrerieeiresenenens 142

Tabela 36: Atividade antifingica (CMI e CML) do 6leo de Seseli montanum subsp. peixotoanum e de o-pineno e f3-

pineno contra estirpes de leveduras, dermatOfitos € ASPErGillS. ........ccvvveeueeieiieiieieeeeieseete et ae e seeens 144

Tabela 37: Composi¢do dos 6leos essenciais de Thapsia minor em Portugal. ..........cccccoeevevieiieniinieniecieneeceieeeese s 145

Tabela 38: Atividade antifingica (CMI e CML) do 6leo de Thapsia minor e do acetato de geranilo contra leveduras,

dermatOfitos € eStIrPES Ae ASPEFGIIIUS. .....ooouieeiieieeiei ettt sttt ettt sttt e st ent e be et e beentenneennenee 146

Tabela 39: Composicao dos 6leos essenciais das quatro subspécies de Daucus carota L. em Portugal Continental...... 149

Tabela 40: Composicdo do 6leo essencial de populagdes de Eryngium duriQei...............cceeeceeeeeveeneeeeneneenieneesieneeens 152

Tabela 41: Endemismos ibéricos das Apiaceae portuguesas: atualizag@o de critérios de conservagdo prioritaria. ......... 165

Conservacdo in vitro e ex situ e valorizacdo de Endemismos Ibéricos das Apiaceae Portuguesas XXXxvii



XXxviii Conservacdo in vitro e ex situ e valorizacdo de Endemismos Ibéricos das Apiaceae Portuguesas



LISTA DE ABREVIATURAS, DE SIGLAS E DE SIMBOLOS

2,4-D - Acido 2,4-diclorofenoxiacético.
ALFA - Associacao Lusitana de Fitossociologia.
APA - Agéncia Portuguesa do Ambiente.
BA - Benziladenina.
BGCI - Botanic Gardens Conservation International — Conservacao Internacional de
Jardins Botanicos.
CGL - Cromatrografia gas-liquido.
CGL-EM - Cromatrografia gés-liquido- Espetrometria de massa.
CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute.
CMI - Concentragao minima inibitoria.
CML - Concentracao minima letal.
CWR - Crop Wild Relatives.
DIC - Detetor de ionizagao de chama = FID — flame ionization detetor.
DAPI - 4°,6-diamidino-2-fenilindol.
DNA - Desoxiribonucleic acid (acido desoxirribonucleico - ADN).
DMSO - Dimetil sulfoxido.
EM - Espetrometria de massa.
g - grama(s).
GA - Giberelina.
GA; - Acido giberélico.
GSPC - Global Strategy for Plant Conservation.
h - hora.
ha - hectare.
Herbarios:
COA - Jardin Botanico de Cordoba.
COI - Instituto Botanico da Universidade de Coimbra.
LISE- Estacao Agronémica Nacional - Oeiras.
LISI - Instituto Superior de Agronomia de Lisboa.
MA - Real Jardin Botanico de Madrid, CSIC.
MGC - Faculdad de Ciencias. Universidad de Malaga.
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PO - Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto.

IUCN - International Union for Conservation of Nature.

IA - Instituto do Ambiente.

TAA - Acido 3-indol acético.

IBA - Acido 3-indol butirico.

ICN - Instituto da Conservagao da Natureza = ICNB - Instituto da Conservacdo da
Natureza e da Biodiversidade. Atualmente Instituto da Conservagao da Natureza e
das Florestas.

IP - Todeto de propidio.

IR® - Indices de retencdio na coluna SPB-1.

IR" - Indices de retengdo na coluna SupelcoWax-10.

IUCN - International Union for Conservation of Nature.

JBUC - Jardim Botanico da Universidade de Coimbra.

min. - minuto.

mg - miligrama(s).

MOPS - Acido 3-(N-morfolino) propanosulfonico.

MS - Meio de cultura de Murashige e Skoog (1962).

NUSSs - Neglected and underutilized pecies- espécies negligenciadas e subutilizadas.

°C - Grau Celsius.

OE:s - Oleos essenciais.

PGRs - Plant growth regulators = reguladores de crescimento vegetal.

Provincias ibéricas (Castroviejo et al., 2003)

Portugal:

AAL - Alto Alentejo;
Ag - Algarve;

BA - Beira Alta;

BAI - Baixo Alentejo;
BB - Beira Baixa;

BL - Beira Litoral;
DL - Douro Litoral;
E - Estremadura;

Mi - Minho;
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R - Ribatejo;

TM - Tréas-os-Montes e Alto Douro.
PSRN - Plano Setorial da Rede Natura.
RBGK - Royal Botanic Gardens of Kew.
SAM - Shoot apical meristem - meristema apical do caule.
SCBD - Secretariat of the Convention on Biological Diversity.
UK - United Kingdom.
v - vestigios (referente ao 6leo extraido).

vs - versus - relativamente a.

Nota: nesta lista foram incluidas as abreviaturas utilizadas com mais frequéncia. Em algumas
situagdes optou-se por manter a designagdo em inglés ou por dificuldades de tradugdo ou por ser a

designag@o mais comum na comunidade cientifica.
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1.1. ENQUADRAMENTO DO TEMA DA TESE

Dizer-se que a vida na Terra depende das plantas pode ser considerado um lugar-
comum, mas ¢ de facto uma verdade incontornavel. Na realidade, as plantas s3o a base dos
ecossistemas terrestres onde sdo os produtores primarios e geram os hidratos de carbono
para as cadeias alimentares. Para além disso, libertam oxigénio, essencial para a
sobrevivéncia, servem de abrigo a outros organismos, condicionam o clima e sdo
responsaveis, em grande parte, pela estabilidade e composigao dos solos (Bilz et al., 2011).

As sociedades humanas e os seus antepassados mais longinquos sempre foram
dependentes das plantas, ndo apenas no que a alimentacgdo diz respeito, mas também para a
construcao de abrigos, obtencdo de combustivel, vestudrio, fibras e para fins medicinais,
ornamentais e culturais.

Atualmente ¢ facto incontestavel que a biodiversidade dos habitats naturais esta
ameacada, o que ¢ parcialmente devido a agdes antropogénicas, dai resultando uma
reducdo significativa no nimero de espécies e populacdes selvagens em muitos
ecossistemas (Primack, 2001; Thomas et al., 2004; Malcom et al., 2006, Hawkins et al.,
2008; Pereira et al., 2010; Sharrock e Jones, 2011; Bilz et al., 2011). A titulo de exemplo,
pode referir-se que a reducdo calculada de 30% do coberto florestal na Europa foi
consequéncia da expansdo da agricultura e de outras atividades humanas (Sharrock e
Jones, 2009).

Outro aspeto pertinente esta relacionado com as alteragdes climaticas atuais, ja
consideradas por Davis e Shaw (2001) e Truiller et al. (2005) como um dos fatores que
mais impacto poderd ter na extingdo de muitas espécies a nivel local, bem como na
migracdo de espécies para areas onde atualmente ndo sdo nativas (Bergmann ef al., 2010).
Avaliacdes recentes de Pereira et al. (2010) sobre o impacto das mudangas globais na
biodiversidade e nos ecossistemas, € o consequente reflexo no desenvolvimento
socioeconomico global indicam, consistentemente, que a biodiversidade continuara a
diminuir ao longo do presente século.

No entanto, a gama de alteragdes projetadas pode ser muito mais ampla do que a
maioria dos estudos sugere, em parte, por causa de grandes incertezas nas proprias

projecdes (Pereira et al., 2010).

Conservagdo in vitro e ex situ e valorizacdo de Endemismos Ibéricos das Apiaceae Portuguesas 3



Introducgdo

Em Portugal Continental, os relatorios da Agéncia Portuguesa do Ambiente (APA,
2007; 2008) referem que se tém registado intensas alteragdes climaticas nos ultimos anos;
as ondas de calor e as inundagdes verificadas desde 2005 revelam que o pais tem sido
afetado por fendmenos meteoroldgicos extremos, podendo a redugdo de espécies vegetais e
o risco de incéndio vir a ser consequéncia destas alteracdes. Segundo os estudos de
Monteiro-Henriques e Espirito-Santo (2010), o cenario de alteragdo climatica até 2080
prevé uma modificacdo das condi¢cdes bioclimaticas, com aumento de temperaturas e
verdes mais secos, do sul para o norte do pais, sendo importante implementar estratégias de
acdo, por exemplo, a interligagdo entre as boas praticas agricolas e a biodiversidade (IA,
2005). Na previsdo para a mesma data, 2080, Thuiller et al. (2008) referem que as
alteragdes climaticas possam conduzir a perda de 27-42% de espécies vegetais, com
potenciais extremos de 2,5-86% para a redu¢do da diversidade floristica.

Face a esta realidade, a conservacdo e a valorizacdo da flora, e em consequéncia,
dos ecossistemas, sdo dos maiores desafios que as sociedades modernas enfrentam. E
obriga¢do dos governos, e da sociedade em geral, intervir através da promogao e aplicagdao
do conhecimento cientifico interdisciplinar e da educagdo para a sustentabilidade (Tavares,
2010; 2011). S6 assim se podem incentivar as boas praticas de cidadania, fundamentais
para a preservagao dos recursos, dos ecossistemas e do patrimonio genético natural.
Perante as ameagas a que a natureza esta sujeita, o futuro das proximas geracdes depende
muito daquilo que soubermos fazer na preservacao da diversidade biologica. Cada espécie
que se perde € irrecuperavel, pois ndo pode ser substituida por outra e o seu potencial
biologico, € muitas vezes econdmico, perde-se para sempre.

Neste contexto, deverd ser prioritdria a conservacdo de espécies raras e/ou
ameagadas, como as endémicas, que estdo restritas a habitats muito especificos, e de
plantas silvestres relacionadas com as espécies cultivadas, vulgarmente designadas por
CWR (Crop Wild Relatives). Estas plantas representam uma reserva genética importante,
ndo apenas pelo seu valor intrinseco, mas também por poderem vir a ser utilizadas como
reservatdrios de genes de interesse para a agricultura e para outras aplicagdes industriais e
de investigacdo cientifica (Frese e Nothangel, 2008; Hawkins et al., 2008; Canhoto, 2010;
Bilz et al., 2011).

Nos ultimos anos tem aumentado a pesquisa para a preservacao do valioso

patriménio genético natural ameagado (Almeida et al., 2005) e a preocupagdo das
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sociedades por estes problemas tem-se acentuado, criando condigdes favoraveis para a
implementagdo de programas de investigacdo que minimizem o impacto do
desenvolvimento econdémico e social nos ecossistemas (BGCI, 2000; Secretariat of the
Convention on Biological Diversity 2002; 2010; Frese et al., 2008; Maxted e Dulloo, 2008;
Sharrock e Jones, 2009; 2011). De facto, nas ultimas duas décadas, o constrangimento
publico em relagdo a perda de espécies e de muitos habitats conduziu ao aumento da
pressdo social para o desenvolvimento de procedimentos mais efetivos para a reducdo dos
prejuizos ambientais e da extingdo das espécies (Vitousek et al., 1997; Dobson, 1998;
Meyers et al., 2000; Kjer et al., 2004; Hawkins et al., 2008). A sublinhar estas
preocupagdes estdo também as medidas adotadas pela Assembleia Geral das Nacgdes
Unidas ao declarar 2005-2014 como a "Década da Educagdo para o Desenvolvimento
Sustentavel" e 2011-2020, a “Década da Biodiversidade (Living in Harmony with
Nature)”, impulsionando a implementacdo e o desenvolvimento de programas de
conservagao.

Nos ultimos 10-15 anos, a instituicdo Botanic Gardens Conservation International
(BGCI, 2000) propds um conjunto de Estratégias Globais para a Conservacdo de Plantas
(Secretariat of the Convention on Biological Diversity 2002; 2010) e anunciou 16 metas de
acdo prioritaria para os jardins botanicos de todo o mundo, promulgadas na Agenda
Internacional para a Conservacdo de Plantas (Wyse Jackson e Sutherland, 2000; Wyse
Jackson, 2004; Global Strategy for Plant Conservation, 2003). Para o efeito, o BGCI
implementou uma base de dados das plantas cultivadas nos jardins botanicos como um
instrumento facilitador e para monitorizar o progresso de conservacao a nivel global
(Sharrock e Jones, 2009).

Foi também com o intuito de melhorar a conservagao e a utilizagdo sustentavel dos
recursos naturais que a [IUCN (International Union for Conservation of Nature) elaborou a
Lista Vermelha de Plantas Ameagadas, com a primeira versao a ser editada em 1963, sendo
sucessivamente atualizada (IUCN, 2001; 2011). Nesta publicacdo anual ¢ avaliado, numa

escala global, o estado de conservagdo dos taxa e criado um critério de risco de extingao

(Fig. 1).
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Figura 1: Categorias IUCN, para avaliagdo de espécies segundo o grau de ameaga: Perigo critico (CR), Em
perigo (EN), Vulneravel (VU), Perto da ameaga (NT), Pouco preocupante (LC), Informagdo Insuficiente
(DD) e Nao Avaliado (NE) (retirado de: Bilz et al., 2011).

Cerca de metade das espécies vegetais do planeta sdo endemismos, estando
presentes em apenas 6% da sua area terrestre, em pequenas populacdes e, muitas vezes,
sobrevivendo em zonas restritas, sendo muito sensiveis a alteracdes nos seus habitats e por
isso muito vulneraveis a extingdo. Publicacdes recentes sobre a diversidade vegetal na
Europa indicam a existéncia de 20.000-25.000 espécies de plantas vasculares, tendo sido
identificadas 1.826 espécies na Red List, num total de 24 centros de diversidade vegetal,
dos quais nove ocorrem na Peninsula Ibérica (Bilz et al., 2011; TUCN, 2011; Sharrock e
Jones, 2011).

Em consonancia com a resposta da Unido Europeia aos principios da Convengao de
Berna sobre a Vida Selvagem e os Habitats Naturais na Europa foi adotada em Portugal,
em 1992, a Diretiva Habitats. Esta Diretiva refere-se a preservacao dos habitats naturais da
fauna e da flora selvagens e inclui as espécies endémicas com estatuto vulneravel ou em
perigo, com distribui¢do localizada e com efetivo populacional baixo, para as quais o Plano
Setorial da Rede Natura 2000 (PSRN, 2000) identifica a necessidade de conservacao ex

situ ¢/ou de incremento da populacao (Fig. 2).
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Figura 2: Rede Natura 2000 (retirado de http://www.icnf.pt/ICNPortal).

Em 2010 foi criada em Portugal a primeira lista de todas as plantas vasculares -
autoctones, endémicas e introduzidas - de todo o territorio Portugués (ALFA, 2007-2010).
O inventario indica um total de 3.995 plantas, 3.314 espécies no Continente, 1.006 no
arquipélago dos Acgores e 1.233 na Madeira, regido que alberga o maior numero de
endemismos: 157 na Madeira, 78 nos Agores ¢ 150 no Continente.

Portugal, enquanto parte da Peninsula Ibérica, estd integrado na regido da bacia
mediterranea, um hotspot de biodiversidade a nivel mundial. O conceito hotspot foi criado
em 1988 pelo ecologo inglés Norman Myers para resolver um dos maiores dilemas dos
conservacionistas relativamente as areas mais importantes para preservar a biodiversidade
na Terra. Refere-se as regidoes que contém pelo menos 1.200 plantas vasculares endémicas
e que perderam pelo menos 70% do seu habitat original (Hawkins et al., 2008; CI, 2012).

Em 2005 procedeu-se a uma atualizacdo dos hotspots tendo sido identificadas 34 regides,
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que abrigam mais de 50% das espécies vegetais endémicas e 42% dos vertebrados
terrestres endémicos ao nivel mundial. No entanto, somando a area de todos os hotspots
temos apenas 2,3% de superficie terrestre (CI, 2012).

A Regido do Mediterraneo, um dos 34 hotspots da biodiversidade mundial
(Hawkins et al., 2008; CI, 2012), corresponde a area fitogeografica mais rica da Europa
(IUCN 2011), sendo a Grécia o pais com a maior concentragdo de espécies vegetais
nativas, por unidade de area. S6 a Peninsula Ibérica e as Ilhas Baleares contém cerca de
7.500 espécies e subespécies, € a Peninsula abriga o maior valor de endemismos da Europa
com 63 espécies encontradas apenas em Portugal Continental e 51 somente na Espanha
Continental (IUCN, 2011). De real¢ar que estes dados europeus relativamente a Portugal,
embora recentes (IUCN, 2011), estdo desajustados dos valores apurados pelas institui¢cdes
portuguesas (ALFA, 2010), o que releva a necessidade urgente de articular e atualizar
trabalho em rede, incluindo todas as instituigdes ligadas a conservagao.

Portugal Continental estd proximo da regido do mediterraneo, de elevado interesse
devido ao grande nimero de espécies de plantas endémicas e ao grau de ameaga a que se
encontram sujeitas por destruicdo do seu habitat (Myers et al., 2000). As areas protegidas
foram consideradas relevantes para a conservacao da biodiversidade, no entanto, ndo existe
nenhum programa de monitorizagdo que permita determinar a eficiéncia do sistema
nacional de areas protegidas e de outras medidas destinadas a conservacdo dos recursos
biologicos (Proenca et al., 2009). Todas as acdes que possam contribuir para a

congregacao de esforgos para a conservacgdo da biodiversidade serdo de considerar.

1.2. ESTRATEGIAS E METODOS DE CONSERVACAO

Os recursos fitogenéticos constituem um conjunto de informagdo genética que deve
ser preservado ndo s6 pelo significado da informacdo gendmica, mas também porque
podem contribuir para solucionar problemas ambientais e para a melhoria das estratégias
globais, nomeadamente na agricultura, energia, industria e saude publica (Maxted et al.,
2006). Deste modo, ¢ importante conservar a diversidade genética intra e interespecifica,
para salvaguardar toda a riqueza do genoma de uma espécie.

Na verdade, o valor econdémico do objeto a preservar ¢ um fator importante para a

sua conservagdo, que sera tanto mais efetiva, quanto mais forem persuadidas as entidades
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politicas e de decisdo governamental - ¢ mais facil convencer a conservar o que tem
aplicacdo, o que ¢ utilizavel (Kareiva e Marvier, 2007), pelo que ¢ fundamental a
implementagdo de mais esforcos e estratégias nesse sentido. Em conformidade, esta na
ordem do dia a designada “ciéncia dos servicos dos ecossistemas”, que defende um retorno
(de servigos) pelos investimentos realizados na defesa do patriménio natural. A
comunidade cientifica precisa de disponibilizar o conhecimento e as ferramentas
necessarias para prever e quantificar esse retorno, que tem de ser integrado na tomada de
decisdes por individuos, empresas e governos de uma forma explicita e sistematica. Sem
esse progresso politico, social e econdmico, o valor da natureza sera considerado pouco
mais do que uma ideia interessante (Daily et al., 2009).

Entretanto, a maioria das espécies, em particular as que ndo sdo utilizadas para
produgdo de alimentos ou na industria, estdo mal caracterizadas nos aspetos genéticos e
moleculares, o que ¢ uma limitagdo para o desenvolvimento de estratégias uteis de
conservagdo de plantas e para a determinagdo das relagdes genéticas entre individuos e
populagdes.

No ambito da conservagdo de plantas silvestres, a utilizagdo direta de germoplasma
inclui agdes como a reintrodugdo ou refor¢o de populagdes em habitats existentes, onde as
mesmas tenham sofrido decréscimos acentuados, por fatores antropogénicos relacionados
com florestagdes, intensificagdo agricola, abandono rural, urbanizacdo e turismo
(Domingos et al., 2009).

Hoje, as espécies ameacadas, as endémicas e as de valor econémico confirmado sao
consideradas prioritarias para a conservagdo da biodiversidade, proporcionando
simultaneamente a sua utilizagdo sustentdvel para o bem-estar da Humanidade. Um
exemplo de sucesso de conservagdo e de utilizacdo sustentada em Portugal ¢ a cultura do
sobreiro (Quercus suber L.) (CIB, 2010), espécie confinada a zona mediterranica
ocidental, Italia, Sul de Franga, Peninsula Ibérica, Marrocos e Argélia.

Os métodos para assegurar a conservagdo de plantas sdo diversos e cada um deles
tem as suas proprias vantagens e limitagdes. A Biotecnologia revela-se muito vantajosa na
pesquisa fundamental, na conservagdo e na produgdo comercial e industrial de exceléncia.
A Biotecnologia Vegetal refere-se a manipulagdo das plantas para obtencdo de novas
caracteristicas ou a sua utilizacdo para a obtengdo de produtos ou a realizagdo de

determinadas fungdes, como sejam: a propagacao clonal em massa de valiosos genotipos, a
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preservacao de germoplasma, ou a biotransformagdo e producao in vitro de metabolitos
secundarios de importancia medicinal (Bajaj, 1994; Ekiert, 2000; Alcaraz-Melendez et al.,
2004; Echenique et al., 2004; Agharwal et al., 2005; Ahuja et al., 2005; Pellegrineschi,
2005; Maxted et al., 2006; Canhoto, 2010). Sao metodologias vantajosas em programas de
utilizagdo sustentavel, proporcionando ndo s6 a conservagao in vitro € ex situ, mas também
in situ, pela reintroducao das espécies em habitats naturais (Baccheta et al., 2008).

Para a conservacao in situ e reserva de genes de espécies CWRs ¢é necessario criar
equipas e redes de trabalho em 4reas protegidas europeias, que reflitam uma grande
diversidade ecogeografica de forma a englobar o maior numero possivel de plantas.
Perante a conjuntura atual de interdependéncia global das nagdes ¢ urgente uma abordagem
coordenada para a conservagao europeia de espécies CWR, nomeadamente, pelo crescente
problema da inseguranca alimentar, que poderd agravar-se no futuro, em resultado das
alteracdes climaticas e de outras ameacas (Draper et al., 2004; Canhoto, 2010; Bilz et al.,

2011).

1.2.1. Conservacio ex situ

Os métodos biotecnoldgicos sdo cada vez mais importantes para a conservagao de
plantas cultivadas e espécies raras e ameagadas de extingdo, sendo a conservacdo ex situ
uma das estratégias que pode ser utilizada. Atualmente, 42% das espécies europeias
ameagadas estdo incluidas em programas de conservagdo ex situ (Pence, 1999; Hawkes et
al., 2000; Gongalves ¢ Romano, 2005; Bachetta et al., 2008; Pritchard e Harrop, 2010;
Sharrock e Jones, 2011). Este tipo de intervencdo pode consistir no estabelecimento de
colegcdes vivas ou na conservagdo de sementes, pdlen ou tecidos vegetativos (Hawkes et
al., 2000; Jaramillo e Baena, 2002).

O primeiro objetivo dos métodos de conservagado ex situ € assegurar a sobrevivéncia
dos recursos genéticos vegetais que de outro modo desapareceriam (Bacchetta ef al.,
2008). O planeamento da colheita ¢ uma das fases mais importantes da conservagao ex situ,
em que o propoésito ¢ conseguir a maior quantidade de diversidade genética num nimero
limitado de amostras (Fay, 2003; Way, 2003). O plano de colheita deve ser delineado para
cada espécie e definird o calendario de colheita, tendo por base a sustentabilidade, nao

pondo as populagdes nativas em risco. A priorizagdo das populagdes e a definicdo do
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tamanho e tipo de amostragem sao fundamentais no caso de espécies raras ou ameacadas
(Way, 2003), pelo que estes parametros sao definidos no plano de colheita, podendo ainda
ser reavaliados e ajustados localmente, de modo a minimizar o impacto nas populagdes.
Todas as colheitas devem ser efetuadas sob autoriza¢do das autoridades competentes e
exemplares voucher devem ser depositados em cole¢des de Herbario.

Trés instrumentos biotecnoldgicos tém sido utilizados, com sucesso, em varios
programas de conservacdo de plantas: (1) aplicacdo de técnicas da propagacdo in vitro
(Almeida et al., 2005; Gongalves e Romano, 2005; Kristensen et al., 2005; Sarasan et al.,
2006; Karuppusamy e Pullaiah, 2007; Liao et al., 2008; Canhoto, 2010); (2) uso de
marcadores moleculares para avaliar o grau de variabilidade entre as populagdes (Gaudeul
et al., 2002; Sergio e Gianni, 2005; Canhoto, 2010) e (3) técnicas de conservagdo a longo
prazo, tais como encapsulamento e criopreservagdo (Engelmann, 2004; Bacchetta et al.,

2008; Canhoto, 2010).

1.2.1.1. Técnicas de propagacio in vitro

A cultura de tecidos vegetais in vitro pode definir-se como a tecnologia para a
cultura de células, tecidos ou 6rgaos isolados de uma planta, utilizando meios artificiais em
condicdes assépticas. As seccdes ou porcdes que se separam da planta designam-se
explantes e a planta dadora, planta-mae.

A micropropagagdo ¢ o termo geral que descreve o conjunto de técnicas utilizadas
para a clonagem de plantas in vitro (Lynch, 1999). A clonagem pode conseguir-se por uma
de trés vias. O procedimento mais simples consiste na proliferagdo de meristemas que ja
existem no explante original (&pice caulinar ou segmentos nodais) (Tavares ef al., 1996).
Uma segunda metodologia consiste na indugdo, de novo, de meristemas caulinares a partir
dos quais se desenvolve um rebento caulinar que necessita depois de ser enraizado para se
obter uma planta. Este processo ¢ vulgarmente conhecido como organogénese (Tang,
2000). Finalmente, a clonagem pode também ser conseguida pela formagdo de embrides
somaticos morfologicamente similares aos embrides zigodticos, uma técnica conhecida
como embriogénese somatica (Reinert, 1958; Stewart er al., 1958; Engelman, 2004;

George e Debergh, 2008).
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As técnicas de cultura in vitro tém dado uma contribuicdo notavel para a
conservagdo ex situ de plantas e sdo particularmente interessantes por permitirem a
propagacao controlada, em maior escala e num espaco reduzido, de individuos das espécies
que estdo ameacadas. A otimizagdo tecnoldgica tem possibilitado a selecdo de clones e a
maior disponibilidade e “domesticagdo” de plantas. Estas sdo situagdes relevantes para fins
agroindustriais, contribuindo para a redugdo das colheitas, preservando os habitats naturais,
ao mesmo tempo que permite a obtengdo de plantas, e dos seus metabolitos, em qualquer
altura do ano (George e Debergh, 2008; Liao ef al., 2008; Bacchetta et al., 2009).

Para além disso, podem assegurar a proliferacdo de um gendtipo particular por
métodos de clonagem, mas também permitem manter a diversidade genética se forem
utilizados como explantes embrides zigdticos ou oOrgdos de plantulas obtidas por
germinagdo de sementes. Também no caso da conservacdo de espécies que produzem
sementes recalcitrantes a cultura in vitro tem particular importancia, pois nao se colocam
problemas de perdas de viabilidade, como acontece no caso da conservagdo de sementes
(Bacchetta et al., 2008; Canhoto, 2010).

No entanto, deve ser enfatizado que os métodos de clonagem in vitro nao sao
isentos de problemas, tais como a possibilidade de alteragdes genéticas (variagao
somaclonal) no material propagado (Wilkinson et al., 2003) e a abordagem estatica
subjacente a estes métodos (Kjaer ef al., 2004). Pode ocorrer variabilidade nas plantas
propagadas in vitro, que pode ser avaliada recorrendo a marcadores moleculares e outros
diagnoésticos moleculares fundamentais, ferramentas importantes para caracterizar a
diversidade vegetal a nivel gendmico, para monitorizar o genoma, ou para obter
informacdo sobre o DNA dos explantes utilizados in vitro e o das plantas produzidas por
micropropagacado (Loureiro ef al., 2005; 2007b).

Neste contexto, produtos do metabolismo secundario, como os Oleos essenciais
(OEs), podem também ser utilizados como marcadores biologicos (Nogueira et al., 2008),
e constituir igualmente ferramentas auxiliares em estudos quimiotaxondmicos,
instrumentos importantes para uma correta caracteriza¢ao taxondmica.

Todas estas ferramentas sdo instrumentos laboratoriais importantes para a
identificacao dos taxa, permitindo a certificacao da espécie, passo essencial para qualquer

trabalho cientifico, que assume maior relevancia em estratégias de conservagdo da
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biodiversidade, com espécies endémicas, de caracteristicas edafoclimaticas muito
particulares e que sdo restritas a habitats muito limitados (Qiu et al., 2004).

A variabilidade induzida nas plantas produzidas pela cultura in vitro nao ¢,
necessariamente, um fator negativo; ao constituir fator de maior diversidade genética nas
plantas micropropagadas aumentara as possibilidades de uma melhor adaptacdo a um leque
mais amplo e variavel de condigdes naturais.

E importante reconhecer que a integragdo efetiva da biotecnologia nos programas
de conservacao requer uma cooperagdo multi e interdisciplinar clara (Bennson, 1999).

Um exemplo de sucesso na aplicacdo das técnicas de propagagdo in vitro a
conservagao de plantas ¢ o trabalho desenvolvido nos jardins botanicos (Clemente et al.,
2012; Crespi et al., 2012) como acontece em Kew, Reino Unido, nos Royal Botanic
Gardens, em que a unidade de micropropagacdo mantém mais de 3.000 taxa procedentes
de todo o mundo (RBGK, 2012), a maioria das quais sdo espécies ameacadas. Também no
Kings Park & Botanic Garden (Perth, Australia), especializado na conservagdo da flora
ameagada, foram desenvolvidas técnicas para a micropropagagdo de mais de 200 espécies
de 33 familias de plantas australianas (Sarasan et al., 2006). No entanto, este esforco global
¢ ainda muito limitado pois os dados mostram que cerca de 40% das espécies ameagadas
preservadas em jardins botanicos se encontram apenas num so jardim, o de Kew (Sharrock
e Jones, 2011).

O grande numero de publicagdes sobre os estudos de micropropagagdo na familia
das Apiaceae (Umbelliferae) reflete a importancia desta familia, caracterizada por um
grande nimero de taxa, em que ¢ notoria a percentagem de espécies raras € produtoras de
compostos bioativos (Ekiert, 2000).

A micropropagagdo de espécies desta familia tem sido utilizada desde longa data.
Na realidade, Daucus carota foi a espécie pioneira utilizada no processo de embriogénese
somatica (Reinert, 1958; Stewart et al., 1958) e até hoje se mantém o interesse na
micropapagacdo deste faxon (Imani et al., 2001; Eeva et al., 2003; Pant et al., 2005;
Kikuchi et al., 2006; Manandhar, 2007; Karuppusamy e Pullaiah, 2007; Pant e Manandhar,
2007; Kietkowska e Adamus, 2010), bem como de outras Apiaceae, pertencentes a géneros
tao diversificados como Thapsia (Jager et al., 1993; Makunga, 2003; 2005; Nokwanda et
al., 2005), Ferula (Iranshhi et al., 2006), Eryngium (Ignacimuthu et al., 1999; Martin, 2004;
Khoshbakht et al., 2007), Angelica (Tsay e Huang, 1998) e Bunium (Grewal, 1996).
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A cultura in vitro tem evoluido bastante nos ultimos anos, permitindo o
desenvolvimento de técnicas de micropropagacao em que o ciclo de floragao das espécies €
controlado in vitro, sendo geralmente mais curto, relativamente ao tempo necessario para
se iniciar a floracdo em condi¢des naturais (Franklin et al., 2011). Esta situagdo pode ser
muito vantajosa, nomeadamente no estudo dos fatores ambientais, quimicos e fisiologicos
que intervém no processo da floracdo, de grande interesse botanico, mas ainda pouco
compreendido noutras espécies para além das espécies modelo (Franklin et al., 2011;
Yadav e Singh, 2011).

O estabelecimento de ciclos de floragdo in vitro tem ocorrido a partir de processos
de embriogénese somatica ou de organogénese, ¢ ¢ induzido pela acdo de diferentes
reguladores de crescimento (PGRs), nomeadamente as citocininas e as auxinas (Vu et al.,
2006; Zhang, 2007; Yadav e Singh, 2011). E também conhecido o efeito promotor da
sacarose ¢ das giberelinas na taxa de indugdo de floragdo in vitro de diferentes espécies
(Vu et al., 2006). Por esta via, ¢ possivel a aplicacao de protocolos eficientes para o estudo
da fisiologia da floragdo bem como para a compreensdo dos mecanismos moleculares
subjacentes a este tipo de morfogénese (Lin et al., 2005; Samuoliene et al., 2008; van

Staden et al., 2008;Franklin et al., 2011; Huang et al., 2011).

1.2.1.2. Conservacao a longo prazo

Os bancos de sementes constituem uma das formas mais eficazes de conservagao ex
situ, dado que permitem preservar grande quantidade de material vegetal a longo prazo e
num espago reduzido (Smith er al., 2003; Way, 2003; Wilkinson et al, 2003). A
desidratacdo das sementes (reducdo do conteudo hidrico para niveis minimos de atividade
metabolica sem perda de viabilidade) e a temperatura de armazenamento sdo os fatores
determinantes da longevidade das sementes nos respetivos bancos (Ellis e Roberts, 1980;
Pritchard e Dickie, 2003). A adocdo de metodologias adequadas em todas as fases do
processamento, da colheita a0 armazenamento, ¢ fundamental para garantir a variabilidade
genética, a viabilidade e a longevidade das sementes (ENSCONET, 2009 a; 2009 b).

Nas espécies ameagadas, a aplicagdo de critérios ecogeograficos (Maxted et al.,
1995) no planeamento da colheita de sementes ¢ particularmente importante na

maximizac¢do da diversidade genética do material recolhido, de modo a garantir o sucesso
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de futuras acdes de repovoamento ou refor¢o populacional. Os bancos de sementes
constituem uma reserva do patrimonio genético que pode ser utilizada para fins educativos
e cientificos, em acdes de conservacdo para o reforco de populacdes, tais como a
reintroducdo em areas onde as espécies ocorreram no passado (Draper ef al., 2004).

A tolerancia a desidratagdo ¢ a longevidade das sementes variam com o grupo
taxondmico e o ecossistema e, de um modo geral, a maioria das sementes das espécies
mediterranicas permanece viavel durante décadas e, possivelmente, séculos, nas condi¢des
de armazenamento dos bancos de sementes (Pérez-Garcia et al., 2008).

Contudo, a conservagdo de sementes colhidas nas popula¢des naturais ndo ¢
aplicavel a todas as espécies, pois as sementes de algumas espécies sdo intolerantes a

dessecacdo e perdem rapidamente viabilidade, sendo por isso designadas recalcitrantes

(Delgado, 2006).

1.2.2. Conservacio in situ

As acgdes de conservacdo ex sifu deverdo ter subjacente a necessidade de
preservagdo do patrimdnio genético de uma espécie e, como fim ultimo, a implementacao
de uma acao de conservacao in situ (Heywood e Dullo, 2005), que deve ser prioritaria nos
programas de gestdo dos recursos genéticos vegetais (Dobson, 1998; Jarvis et al., 2000;
Graudal et al., 2001; Heywood e Dullo, 2005). No entanto, quando a aplicagdo destes
programas se revela mais dificil, a conservacdo ex situ (fora do habitat natural) ¢ um
recurso complementar e, por vezes, indispensavel (Maxted et al., 1997; Ekiert, 2000;
Echenique et al., 2004; Canhoto ef al., 2010).

A erosdo genética, frequentemente resultante da fragmentagdo do habitat, ¢ um dos
principais problemas das populacdes de espécies ameacadas (Aguilar ef al., 2008). Esta
ocorre devido ao aumento da deriva genética e inbreeding ¢ a diminui¢ao do fluxo genético
e pode resultar na perda de alelos especificos ou de combinacdes de alelos nas populagdes
(Young et al., 1996; Sork et al., 1999; Lowe et al., 2005).

A introdugdo de novos gendtipos numa populagdo alvo de acdes de conservagao e o
cruzamento destes com os gendtipos da populacao original poderd igualmente conduzir a

erosdo genética e ao fendomeno designado por outbreeding depression (Templeton, 1986).
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Assim, a caracterizacao genética das populacoes-alvo e dos genotipos dadores € essencial a
prossecucao de uma agao de refor¢o populacional.

Um dos aspetos descurados na maioria destas agdes, embora justificado por
limitagdes de tempo e financeiras, ¢ a monitorizagdo do seu sucesso. Contudo, esta ¢
imprescindivel ndo s6 para assegurar que o objetivo de conservagdo foi atingido bem como
para tirar ilagdes para o futuro (Lowe et al., 2005).

As medidas de conservagdo in situ devem ser acompanhadas por uma adequada
preservagdo ex situ em Jardins Botanicos ou instituicdes similares, para assegurar que
todas as espécies prioritarias e ameagadas estejam a ser ativamente conservadas. Na
verdade, os Jardins Botanicos e unidades de investigagdo associadas sao instituicdes
particularmente qualificadas para a preserva¢do de germoplasma, quer seja em bancos de
sementes ou em bancos de outro tipo de material vegetal, preservado a baixas temperaturas
ou sob a forma de colecdes de culturas in vitro. Estes bancos podem ter um carater mais
geral ou restringirem-se a espécies particulares, como sejam espécies de interesse agricola,
espécies silvestres e de interesse ecologico ou plantas ameagadas ou em perigo de extingdo
(Benson, 1999; Panis et al., 2001; Bacchetta et al., 2008; Corvelo, 2010; Bilz et al., 2011).

A cultura de espécies raras, de plantas medicinais e aromaticas foi sempre
valorizada no Jardim Botanico da Universidade de Coimbra (JBUC), desde a época da sua
fundagdo pelo Marqués de Pombal em 1772, até hoje, em que ¢ prioritiria a sua
preservagdo (Tavares et al., 2010c). Na verdade, o Jardim Botanico da Universidade de
Coimbra, membro do BGCI, esta envolvido em ac¢des de conservagdo e em 2007 estavam
conservados no banco de sementes do JBUC e inscritos no /ndex Seminum (catdlogo das
sementes e esporos recolhidos anualmente para as cole¢des do jardim) cerca de uma
centena de espécies, subespécies e variedades endémicas da Peninsula Ibérica, sendo onze
endemismos exclusivamente portugueses (Almeida et al., 2007).

Portugal faz parte de uma regido muito rica em endemismos (Parker, 1981;
Gimenéz et al., 2004; Bilz et al., 2011), bem representados na familia das Apiaceae,
plantas aromadticas produtoras de Oleos essenciais, de reconhecidas potencialidades

medicinais.
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1.3. APIACEAE - BREVE DESCRICAO E IMPORTANCIA

As apidceas constituem uma familia botanica numerosa, muito diversa,
representada por cerca de 455 géneros e 3.800 espécies distribuidas por amplas regides
subtropicais e temperadas (Pimenov e Leonov, 1993; Castroviejo et al., 2003; Tosun et al.,
2006; Garcia e Solis, 2007; Aguiar, 2012). Para o género Daucus L. estdo identificadas 20
espécies em todo o mundo (Lain, 1981), das quais sete estdo descritas para a Peninsula
Ibérica (Castrovejo et al., 2003).

Na natureza, estas plantas estdo bastante expandidas na area mediterranea:
adaptadas ao ambiente fresco do sotobosque (Anthriscus nemorosa), ou a zonas de estepe e
pradarias frias (Ferula communis), ou campos cultivados (Ridolfia segetum); algumas sao
rupicolas (Athamanta sicula), ou halofilas, de zonas bem proximas do mar (Crithmum
maritimum ¢ Daucus carota subsp. halophilus). Este Gltimo € um taxon muito interessante
por ser um parente silvestre da cenoura (Frese e Nothangel, 2008), e por ser endémico e
exclusivo de 3 provincias portuguesas, Algarve, Baixo Alentejo e Estremadura (Pujadas,
2002; 2003a; 2003b; Castroviejo et al., 2003)

Na sua maioria, esta familia é constituida por espécies herbaceas e algumas com
habito arbustivo. Apenas uma espécie arborea, Heteromorpha arborescens (Spreng.)
Cham. & Schitdl ocorre na Africa do Sul.

O caule das plantas herbaceas ¢ articulado em nos e entrends e suporta folhas,
geralmente pecioladas, alternas, na sua maioria divididas.

Uma das caracteristicas a salientar ¢ a morfologia das inflorescéncias, tipicamente
umbeladas (o que justifica a designagdo anteriormente aceite - Umbelliferae), simples ou
compostas (uma umbela com varias umbélulas em cada extremo).

As bracteas encontram-se na base da umbela formando um involucro, 0 mesmo
sucedendo com as umbélulas, formando um involucelo. A inflorescéncia também pode
adquirir a forma de capitulo, pelo encurtamento do pedinculo da umbela (e. g. Eryngium).

As flores sdo na sua maioria de cor branca, actinomoérficas e com nectarios; as
periféricas  podem  ser unissexuadas ou estéreis, podendo  desenvolver,
desproporcionadamente, 1 ou 2 pétalas. A corola, dialipétala, ¢ formada por 5 pétalas, em
alguns casos bilobadas. O androceu ¢ constituido por um verticilo de 5 estames; o ovario,

infero, bilocular, ¢ constituido por 2 carpelos apresentando dois estiletes livres,
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divergentes, que na sua parte basal estdo mais ou menos engrossados formando uma
estrutura almofadada (estilopodio), que persiste no fruto.

O fruto ¢ um diaquénio, constituido por 2 mericarpos, sustentados por um
carpoforo, com uma morfologia propria para cada espécie e que se utiliza, inclusivamente,
como caracter chave de identificacdo. Também ¢ designado por esquizocarpo por ser um
fruto seco indeiscente que se divide na maturagdo em diversos mericarpos - parte de um
fruto, separada naturalmente no sentido longitudinal e contendo uma tnica semente. Os
mericarpos sdo frequentemente ornados com espinhos, pélos, asas, etc. (Aguiar, 2012). As
sementes apresentam um embrido envolvido por endosperma abundante.

Muitas espécies sdao economicamente importantes, sendo usadas como
condimentos, ornamentais, aromaticas ¢ medicinais (Tosun et al., 2006). Como exemplos
mais conhecidos temos o anis (Pimpinella anisum), o aneto (Anethum graveolens), o
cominho (Cumin cyminum), a alcaravia (Carum carvi), o coentro (Coriandrum sativum), o
funcho (Foeniculum piperitum), a salsa (Petroselinum crispum) e o aipo (Apium
graveolens). Outras espécies sdo cultivadas como legumes, como a cenoura (Daucus
carota) e a cherivia (Pastinaca sativa). Outras, contudo, sdo conhecidas como potentes
venenos, como a cicuta (Conium maculatum), a planta que ficou conhecida na Histéria por
ter sido usada no envenenamento de Socrates, fildsofo atenienese, ou a cicuta-menor
(Cicuta virosa) (Mariz, 1895; Pereira Coutinho, 1939; Sampaio, 1946, 1988; Tutin ef al.,
1968,1981; Castroviejo et al., 2003; Aguiar, 2012; Furnari et al., 2012).

O estudo das Apiaceae tem demonstrado resultados relevantes, ndo sé pelo seu
valor tedrico fundamental, como pela sua aplicabilidade pratica, estando inscritas em
diversas farmacopeias cerca de uma duzia de faxa e/ou os seus 6leos essenciais (Eikert,
2000). Por esta razdo, diversos faxa sao amplamente utilizados na medicina popular, o que
pde em perigo as populagdes espontaneas.

Na verdade, desde os tempos antigos (Dioscorides), numerosas apiaceas sao usadas
na medicina popular como fontes de especiarias, drogas e medicamentos. Hoje em dia,
mais de 100 espécies cultivadas das Apiaceae estdo registadas para varios usos,
principalmente como plantas medicinais (41%), particularmente devido aos seus o6leos
essenciais (Ekiert, 2000; Giménez et al., 2004; Edris, 2007; Khoshbakht et al., 2007,
Maxted e Dulloo, 2008; Anwar et al, 2009) usados como agentes antimicrobianos

(Oroojalian et al., 2010; Popovic et al., 2010; Siljegovi¢ et al., 2011; Gongalves et al.,
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2012a; 2012b). Os oleos essenciais sao produtos do metabolismo secundario das plantas,
constituidos maioritariamente por terpenos de baixo peso molecular, de importante valor
adaptativo para a planta, a que 0 Homem recorre para diversas utilizagdes. Muitos produtos
naturais provenientes das Apiaceae foram também descritos como tendo acdo antisséptica,
expetorante, diurética, vasodilatadora, carminativa ou espasmolitica (Ekiert, 2000;
Nalawade et al., 2003; Adams et al., 2009).

Na realidade, a importdncia econdémica das plantas desta familia provém,
particularmente, dos seus 0leos essenciais. O interesse pelo seu consumo na atualidade ¢
testemunhado pelas 45.000 a 50.000 toneladas produzidas e transacionadas anualmente, a
que recorrem industrias como a alimentar e de bebidas, bem como coadjuvantes corretivos
de sabor e odor em medicamentos destinados a administra¢ao oral, ou como aromatizantes
em medicamentos para aplicacdo sobre a pele e mucosas. A industria farmacéutica recorre
também a alguns constituintes de O6leos essenciais como matérias-primas para a

semissintese de outros compostos (Proenga-da-Cunha, 2005).

1.3.1. Endemismos ibéricos representados em Portugal

A Peninsula Ibérica, com cerca de 600.000 km?, estd separada da maior parte da
Europa pela cadeia montanhosa dos Pirenéus, limitada pelo Oceano Atlantico (N, W e SW)
e pelo Mar Mediterraneo (S e E). A peninsula ¢ caracterizada por uma flora muito rica em
plantas vasculares (Lobo et al., 2001; IUCN, 2011), que engloba cerca de 8.000 espécies e
subespécies de plantas vasculares nativas e naturalizadas, representando um dos 34
hotspots de biodiversidade mundial (CI, 2012), como ja foi referido. Inclui ainda mais de
1.200 espécies e subespécies endémicas de plantas vasculares, o que representa cerca de 15
% da flora total da Peninsula Ibérica (Parker, 1981; Gimenéz et al., 2004; Almeida et al.,
2007; Bilz et al., 2011).

A familia das Apiaceae ¢ muito diversa e a Flora Ibérica descreve 83 géneros
(Castroviejo et al., 2003), sendo 107 espécies representadas em Portugal Continental
(Aguiar, 2012). Esta Flora, uma das mais recentes e conceituadas na Europa (Bergmann et
al., 2010), engloba as regides geograficas de Espanha Continental, ilhas Baleares e

Portugal Continental. Considera 62 faxa endémicos para as Apiaceae, dos quais 48 sdo
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endemismos exclusivos de Espanha, 13 comuns aos dois paises ¢ 14 endémicos de
Portugal Continental (Castroviejo et al., 2003).

Os endemismos desta familia em Portugal estdo representados ainda por 12
endemismos insulares, podendo citar-se como exemplo o género Melanoselinum Hoffman,
um dos cinco faxa de Apiaceae endémicos do arquipélago da Madeira (Aguiar et al., 2004)
e os endemismos Daucus carota subsp. azoricus, Angelica lignences, Sanicula azoricae
Chaerophyllum azoricum, de entre sete taxa Apiaceae endémicos do arquipélago dos
Acgores (ALFA, 2010; Corvelo, 2010).

As Apiaceae da Peninsula Ibérica estdo representadas em Portugal Continental por
14 taxa endémicos, a saber: Angelica major Lag., Angelica pachycarpa Lange, Bunium
macuca Boiss. subsp. macuca, Conopodium majus (Gouan) Loret subsp. marizianum
(Samp.) Lopez Udias & Mateo, Conopodium subcarneum (Boiss. & Reut.) Boiss. & Reut.,
Daucus carota L. subsp. halophilus (Brot.) A. Pujadas, Distichoselinum tenuifolium (Lag.)
Garcia Martin & Silvestre, Eryngium duriaei J. Gay ex Boiss., Eryngium galioides Lam.,
Ferula communis L. subsp. catalaunica (Pau ex C. Vicioso) Sanchez Cuxart & Berna,
Ferulago capillaris (Link ex Spreng.) Cout., Laserpitium eliasii Sennen & Pau subsp.
thalictrifolium (Samp.) P. Monts., Seseli montanum L. subsp. peixotoanum (Samp.) M.
Lainz, Thapsia minor Hoffmanns. & Link. Um taxon ¢ exclusivamente portugués (Daucus
carota subsp. halophilus), enquanto 13 sdo comuns a Portugal e Espanha, sendo os 14 taxa
objeto de estudo deste trabalho (Tabela 1, ver sec¢do 2.1.).

Com base na Flora Ibérica, as cinco espécies endémicas mais vulneraveis em
Portugal continental, com uma area de distribui¢ao mais restrita e portanto com prioridade
para a conservacdo sdo: Angelica pachycarpa (Estremadura-llhas Berlengas), Daucus
carota subsp. halophilus (Algarve e Baixo Alentejo), Bunium macuca subsp. macuca (Alto
Alentejo), Distichoselinum tenuifolium (Algarve) e Seseli montanum subsp. peixotoanum
(Trés-os-Montes e Alto Douro) (Parker, 1981; Castroviejo et al., 2003).

Dados recentes (Bilz ef al., 2011) mostram que mais de 50 faxa desta familia consta
do Apéndice 2 da Lista Vermelha das plantas vasculares de 27 estados membros da Unido
Europeia. Sete dos onze géneros a que pertencem as plantas endémicas em estudo constam
da mesma lista: Seseli, Laserpitium, Ferula, Eryngium, Bunium, Angelica e Daucus,

Eryngium galioides vem referenciada como LC - pouco preocupante - e Daucus
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halophilus, o taxon endémico exclusivo de 3 provincias portuguesas (Pujadas, 2003a;
2003Db), esta indicado como DD - informacao insuficiente (Bilz et al., 2011).

Alguns dos géneros a que pertencem estas plantas endémicas sdo utilizados na
alimenta¢do, como a cenoura, € a maioria na medicina popular, para o tratamento de uma
ampla gama de infegdes, sendo Angelica, Bunium, Daucus, Eryngium, Seseli e Thapsia
mais frequentemente utilizados (Castroviejo et al., 2003).

Daucus carota subsp. carota, designada “lago da rainha Anne” na América do
Norte, onde ¢ considerada uma planta invasora, ¢ uma forma selvagem de D. carota e sera
o ancestral da cenoura domesticada, a subespécie sativus, a Unica forma cultivada com
importancia a nivel mundial (Rong et al., 2010).

Nove subespécies de D. carota sao descritos para a Peninsula Ibérica (Castroviejo
et al., 2003), sendo cinco subespécies representadas em Portugal Continental, onde apenas
quatro sdo nativas: D. carota L. subsp. carota; D. carota L. subsp. maximus (Desf.) Bal;
D. carota L. subsp. gummifer Hook (Syme) e D. carota L. subsp. halophilus (Brot.) A.
Pujadas.

Assim, para além da subespécie cultivada (subsp. sativus) e as nativas, subespécie
carota ¢ o ja referido endemismo D. carota subsp. halophilus, existem em Portugal
Continental outras duas subespécies nativas (subsp. gummifer e subsp. maximus), sendo
muito importante conseguir a distin¢do clara entre os taxa. Esta ndo ¢ uma tarefa facil
quando baseada apenas na analise das caracteristicas morfoldgicas, que apresentam alguma
complexidade, o que ocorre, geralmente, em todas as Apiaceae.

Na verdade, a caracterizacdo molecular da diversidade de plantas ¢ uma ferramenta
importante para identificacdo dos taxa, fator também relevante ao nivel industrial, pois tem
um grande potencial para melhorar a eficiéncia da reprodugdo das plantas cultivadas
(Bradeen et al, 2002), estando atualmente em curso estudos que visam identificar
polimorfismos da cenoura (lorizzo et al., 2011).

Conforme referimos, a morfologia da familia Apiaceae ¢ muito variada. No entanto,
Eryngium é um género interessante, pois distingue-se de outras Apiaceae pelas suas
inflorescéncias capitadas rodeadas por bracteas e pela presenga de uma unica bractéola por
flor. Dados da dispersdao e andlises de vicariancia indicaram que os candidatos mais
provaveis para a sua origem sdo subgéneros do Mediterraneo Ocidental: Eryngium subgen.

Eryngium e Eryngium subgen. Monocotyloidea (Calvino et al., 2008). O primeiro taxon
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inclui todas as espécies do Velho Mundo (Africa, Europa e Asia), enquanto o segundo
inclui todas as espécies do Novo Mundo (Norte, Central e América do Sul e Australia). No
entanto, como salientado pelo Calvifio et al. (2008; 2010) a interpretagdo da historia
evolutiva de Eryngium permanece extremamente dificil, uma vez que combina vérios
processos complexos, tais como radiagdes rapidas e evolucdo reticulada e dispersdes de
longa distancia.

Vinte e seis espécies de Eryngium sao referidas na Flora Europeia (Tutin et al.,
1968) e dezasseis estdo descritas para a Peninsula Ibérica (Castroviejo et al., 2003), das
quais sete s3o comuns aos dois paises. A espécie E. pandanifolium sé esta referenciada em
Portugal, onde estdo presentes dois endemismos ibéricos: Eryngium duriaei J. Gay ex
Boiss. e Eryngium galioides Lam. (Castroviejo et al., 2003; Nieto Feliner, 2003; Gimenez
et al., 2004).

Eryngium duriaei é um espécie herbacea, polinizada por insetos, caracterizada por
ter X = 8, como numero base de cromossomas mais comum, embora nimeros mais baixos
(e.g., x = 5-7) também tenham sido relatados (O'Leary et al., 2004), bem como diferentes
niveis de ploidia ao nivel do género (Perthuy et al., 2010). Varias espécies de Eryngium
foram previamente estudadas quanto a quimica, diversidade e propriedades de seus 6leos
essenciais (Ayoub et al., 2003; 2006; Pala-Paul ef al., 2005; 2010; Cavaleiro et al., 2011;
Darriet et al., 2012).

Como outras Apiaceae, Eryngium duriaei ¢ uma espécie aromatica cujos Oleos
essenciais podem ter algumas aplicagdes praticas. No entanto, os dados disponiveis sobre a
composi¢do e atividade bioldgica de oleos essenciais de E. duriaei sdo escassos. Além
disso, informagdes sobre as diferentes populacdes relatadas em Portugal sdo bastante
limitadas e existem duvidas sobre as relagdes ao nivel taxonémico. De facto, Jansen (1998)
e Nieto Feliner (2003) apontam algumas diferengas morfolégicas entre as populagdes
ibéricas de Eryngium duriaei.

Os metabolitos secundarios como 6leos essenciais, podem ser considerados como
marcadores biologicos (Nogueira et al., 2008; Sena Filho et al., 2010), bem como a
variagdo do genoma de DNA (Loureiro et al., 2007a, b; Sunnucks, 2010) e a analise
quimica, para certificar a identificagdo de espécies morfologicamente semelhantes (Pala-

Paul et al., 2010; Paul et al., 2011).
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Esta questdo ¢ especialmente relevante para o estudo de espécies endémicas,
restritas a populagdes de habitats muito limitados e particulares (Qiu et al., 2004), onde
estes marcadores quimicos representam uma ferramenta poderosa e abrangente. Nao so
podem contribuir para controlar ¢ manter o controlo de qualidade na extragdo dos
metabolitos secundarios, por exemplo, os 6leos essenciais para utilizagdo em aplicagdes

medicinais, como podem ajudar na identificacdo taxondémica de espécimes de plantas.

1.4. AS PLANTAS AROMATICAS COMO FONTE DE METABOLITOS ATIVOS

As plantas representam uma fonte de importantes produtos bioativos para a
Humanidade e o uso de produtos naturais com propriedades medicamentosas € tdo antigo
como a civilizagdo humana. Por muito tempo, os vegetais, minerais e animais foram os
unicos recursos para o alivio de enfermidades (Rates, 2001; Proenga-da-Cunha, 2005;
Proenga-da-Cunha et al., 2007; Adams et al., 2009; Carretero Accame et al., 2011).

Nas ultimas décadas a ciéncia tem vindo a validar praticas de medicina tradicional e
a reforgar esse conhecimento, pela identificacio dos compostos ativos e dos respetivos
mecanismos de agdo (Proenga-da-Cunha, 2005; Simdes et al., 2009). Com o aparecimento
crescente de novas ameacas a saude publica e dada a toxicidade associada ao uso
indiscriminado de farmacos sintéticos tem havido um aumento de interesse pela utilizagao
de plantas e produtos derivados de plantas (Elless et al, 2000; Machado, 2010). Os
produtos naturais e seus derivados estdo na base do desenvolvimento de mais de 50% dos
farmacos atualmente disponiveis, contribuindo as plantas para 25% desse total (Phillipson,
1999; Newman et al., 2003; Gurib-Fakin, 2006; Garcia e Solis, 2007).

Um grande nimero de plantas medicinais continua a ser investigado pelo seu
potencial valor farmacologico. Apesar do incremento na cultura de plantas medicinais a
industria farmacéutica €, ainda, altamente dependente das populagdes selvagens enquanto
matéria-prima para a extracdo de compostos com interesse medicinal. Muitas plantas
medicinais estdo hoje severamente ameacadas devido a falta de praticas adequadas de
cultivo, a destrui¢ao de habitats, bem como a recolha ilegal e indiscriminada de plantas. No
entanto, apenas cerca de 10% das cerca de 400.000 espécies de plantas vasculares foram

caracterizadas quimicamente, representando o reino vegetal, por isso, um imenso
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reservatorio de moléculas biologicas com potencial valor industrial (Strategic Research
Agenda 2025: - Part 11, 2005).

A vantagem das plantas enquanto fonte de produtos terapéuticos reside na sua
capacidade de biossintese de compostos potencialmente ativos em seres vivos, que pela
complexa estrutura quimica sd3o muitas vezes dificeis de sintetizar em laboratorio. Na
verdade, os metabolitos secundarios representam a expressao das vantagens competitivas
apuradas pela capacidade adaptativa de cada espécie ao seu ecossistema, durante a
evolucdo (Kutchan, 2001; Proenga-da-Cunha, 2005). Desprovidas de mobilidade para
defesa e de sistema imunitario contra infe¢des virais, bacterianas ou fungicas, as plantas
desenvolveram uma complexidade de metabolitos secundéarios que funcionam como
estratégias e armas quimicas de resisténcia e combate, ao longo de mais de 300 milhdes de
anos de coevolugdo com estes microrganismos (Harborne, 1990; Wink, 2003; Simdes et
al., 2009).

Na verdade, durante a evolugdo as plantas desenvolveram vias metabolicas para a
sintese de uma grande diversidade de metabolitos secundarios. Entre estes, os compostos
de baixo peso molecular, volateis, extraiveis por destilacdo e dotados de aroma, designam-
se por Oleos essenciais, sendo as plantas que os elaboram e acumulam as plantas
aromaticas (Proenga-da-Cunha, 2005). Estes produtos do metabolismo secundario podem
ser encontrados em todos os 6rgdos das plantas aromadticas e sdo produzidos e acumulados
em diferentes estruturas secretoras especializadas. Estas podem ser externas, tricomas
glandulares e osmoforos, caracteristicos das familias Geraniaceae, Lamiaceae, Myrtaceae e
Verbenaceae, ou estruturas internas, que ocorrem nas familias Apiaceae, Pinaceae,
Rutaceae e Zingiberaceae, como canais esquizogénicos ou lisigénicos, idioblastos e bolsas,
ou ainda células modificadas de parénquima em Piperaceae (Proenca-da-Cunha, 2005;

Garcia e Solis, 2008).
1.4.1. Os oleos essenciais

Os metabolitos secundarios das plantas incluem uma grande diversidade de classes
quimicas de compostos. Os Oleos essenciais que sdao constituidos por uma enorme

variedade de compostos quimicos, ndo s6 desempenham um papel importante na planta

como agentes protetores, induzidos em condicdes de stresses biodticos e abidticos, como
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também apresentam efeitos positivos na saude humana (Miguel, 2010; Zuzarte et al.,
2011).

Os o6leos essenciais sdo misturas muito complexas de compostos de baixo peso
molecular, por vezes com mais de uma centena de moléculas diferentes. Muitas vezes sdo
constituidos por um reduzido nimero de compostos maioritarios, ainda que os
componentes minoritarios possam ser igualmente importantes, de tal modo que pequenas
variagdes na composi¢do podem alterar de forma acentuada o aroma e até mesmo as suas
propriedades biologicas.

A maioria dos constituintes quimicos que integram os Oleos essenciais das
gimnospérmicas € angiospérmicas sao terpenos de baixo peso molecular. Os terpenos
resultam da condensa¢do da unidade pentacarbonada, 2-metilbutadieno ou isopreno, e por
isso designados também por isoprenodides e constituem os principais constituintes dos dleos
essenciais. Outro grupo importante de compostos sdo os fenilpropandides que estdo
presentes nalgumas espécies da familia das Apiaceae. Nos oleos essenciais predominam o0s
dimeros e trimeros de isopreno, respetivamente, os monoterpemos de 10 carbonos e os
sesquiterpenos com 15 carbonos.

Os oleos essenciais sdo substancias volateis, liquidas a temperatura ambiente, que
se caracterizam pelo aroma intenso e penetrante. Mais de 17.500 espécies aromaticas sao
citadas, ainda que as plantas mais ricas em Oleos essenciais pertengam a cerca de 30
familias botanicas, destacando-se as Apiaceae, Lamiaceae, Myrtaceae e Rutaceae (Garcia e
Soils, 2007). No entanto, estima-se que cerca de metade dos géneros produtores de 6leos
essenciais ocorram em regides com clima do tipo mediterraneo, onde os 6leos t€ém uma
funcdo relevante na regulacdo da evapotranspiracdo das plantas, saturando o ambiente
exterior aos estomas (Ross ¢ Sombrero, 1991). Para além disso, as secre¢des aumentam o
brilho da superficie foliar regulando a temperatura pela reflexdo de radiagdes. A relagdo
temperatura, humidade do ar e o tipo de solo, especialmente no que respeita a
disponibilidade de dgua assimilavel pelas plantas, sdo os fatores edafoclimaticos que mais
afetam a produgdo dos 6leos essenciais.

Numa mesma planta os 6leos essenciais podem encontrar-se em orgaos especificos
ou ter uma distribui¢do mais ampla. Por exemplo, na roseira, encontram-se principalmente
nas pétalas, enquanto em Citrus aurantium subsp. aurantium podem obter-se a partir do

epicarpo, das folhas e das flores (Proenga-da-Cunha, 2005; Garcia e Soils, 2007; Barra,
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2009). As diferengas na composi¢do de Oleos essenciais em Orgaos distintos da mesma
planta sdo particularmente evidentes em espécies entomofilas, onde desempenham fungdes
ecofisiologicas importantes, sendo a composicdo do 6leo determinante na atracdo de
polinizadores. Este facto pode ser explicado pela coexisténcia de diferentes tipos de
estruturas secretoras que podem produzir e segregar compostos distintos, ter diferentes
processos de secre¢do, nao se desenvolverem simultaneamente ou por estarem distribuidas
de forma heterogénea na planta. Nos periodos de intensa atividade metabolica, floracio e
frutificacdo, os O6leos podem variar muito significativamente a sua composi¢ao,
dependendo assim da fase ontogénica da planta (Proenga-da-Cunha, 2005; Garcia e Soils,
2007).

E muito comum a variabilidade quimica das plantas aromaticas, considerando-se
consequéncia de diversos fatores que influenciam a biossintese de compostos volateis e
que fundamentam a existéncia, no mesmo faxon, de 6leos essenciais com composi¢des
muito distintas (Sangwan et al., 2001). Estes fatores sdo de natureza diversa, ambientais ou
edaficos, extrinsecos a biologia vegetal, ou dependem da fisiologia das plantas ou do seu
genoma (Salgueiro, 1994; Cavaleiro, 2001; Németh 2005; Proenga-da-Cunha, 2005;
Angioni et al., 2006; Garcia e Solis, 2007; Figueiredo et al., 2008; Barra, 2009).

A acdo de fatores genéticos na variabilidade quimica dos Oleos ocorre numa
populagdo quando os individuos, da mesma espécie, produzem oOleos essenciais de
composicao muito distinta, de tal modo que se distinguem as plantas pelo respetivo aroma.
Esta diferente composicdo quimica dos Oleos essenciais permite caracterizar estirpes
genéticas que decorrem da expressao de vias metabodlicas distintas como consequéncia de
pequenas diferencas genéticas e que permite considerar faxa quimicos infraespecificos,
variedades quimicas ou quimiotipos (Proenca-da-Cunha, 2005).

A presenca de quimiotipos ¢ frequente, particularmente nas familias Apiaceae e
Lamiaceae, podendo apresentar, uma mesma espécie, elevado polimorfismo quimico
(Salgueiro, 1994; Javidnia et al.,2006; Pala-Paul et al., 2006; Rubiolio et al., 2006; Oxkhan
et al., 2007; Petrovic et al., 2007; Rossi et al., 2007a; 2007b; Seo et al., 2007).

Tanto os 6leos como as plantas que os contém sao designados farmacos aromaticos,
quando possuem propriedades farmacologicas que justificam a sua inclusdo nas
farmacopeias. Os Oleos essenciais constituem matéria-prima para a industria farmacéutica,

agroalimentar, perfumaria e cosmética. Utilizam-se em diversas situagcdes, como por
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exemplo no tratamento de certas perturbagdes digestivas, em problemas bronco-
respiratorios ou enquanto antissépticos e cicatrizantes (Proenga-da-Cunha, 2005; Garcia e

Soils, 2007).

1.4.1.1. Obtencao e controlo de qualidade

Os processos extrativos que conduzem a obtengdo dos 6leos essenciais a partir de
material vegetal sdo a destilacdo, com ou sem vapor de agua, e a expressdo ou extracao
mecanica (este ultimo no caso dos frutos dos citrinos). Outros métodos de extragdo com
solventes organicos, corpos gordos ou com CO,, originam outros produtos aromaticos, que
se utilizam principalmente em perfumaria e na alimentagdo, mas que pela diferente
metodologia extrativa, ndo se denominam 6leos essenciais (Proenga-da-Cunha, 2005).

A destilagdo proporciona a extragdo dos compostos volateis sem arrastamento de
produtos fixos, utilizando agua e ou o vapor de dgua para facilitar a libertacdo dos Oleos
essenciais das células ou das estruturas vegetais onde se acumulam. O vapor de agua
arrasta os compostos volateis que, apds condensagdo, vao constituir uma fase oleosa
imiscivel com a dgua, o 6leo essencial (Proenga-da-Cunha, 2005).

De acordo com o modo como a agua e o vapor sdo utilizados distinguem-se
diferentes técnicas de destilagdo: a destilagdo em dgua-hidrodestilagdo, a destilagio em
dgua com arrastamento de vapor e a destilagdo pelo vapor (Lawrence, 1995a).

A qualidade dos 6leos pode variar consoante a técnica utilizada. Na destilagao por
arrastamento de vapor o material ¢ apenas sujeito a agao do vapor de agua, as degradagdes
de constituintes dos oOleos essenciais sdo reduzidas por ndo haver contacto direto com a
agua, sendo de qualidade superior os Oleos que se obtém por esta técnica (Proenca-da-
Cunha, 2005). A elevada temperatura do processo pode proporcionar a ocorréncia de
oxidagoes, hidrolises, polimerizagdes e a volatilizagcao de alguns constituintes dos 6leos.

Os oleos essenciais requerem um adequado e restrito controlo de qualidade, para

que possam ser usados com eficdcia e seguranga
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1.4.1.2. Caracteriza¢io quimica

O perfil quimico de um 6leo essencial pode, em muitos casos, ser considerado um
marcador de identidade de um determinado faxon. A anélise dos 6leos essenciais fornece
informagdes relevantes para os estudos de atividade bioldgica, e também, por vezes, para o
esclarecimento da validagao taxondémica de algumas espécies.

A caracterizagdo quimica dos dleos essenciais ¢ portanto imprescindivel para a
exploragdo do seu potencial de aplicabilidade e diferencas relevantes tém sido também
observadas nos 6leos de plantas colhidas na natureza.

Quanto a composicao, os Oleos essenciais diferem muito entre si, mas tém
propriedades fisico-quimicas comuns. Sao constituidos por misturas de compostos volateis,
arrastaveis pelo vapor de dgua, que sdo normalmente pouco soluveis em agua e soluveis
em alcool absoluto, hexano, tetracloreto de carbono e outros solventes organicos (Proenga-
da-Cunha, 2005; Garcia e Soils, 2007).

A identificacdo e quantificagdo dos componentes de um 6leo essencial realizam-se
habitualmente por métodos cromatograficos. A selecdo da metodologia analitica depende
da finalidade técnico-cientifica da analise e do conhecimento previamente disponivel sobre
a composi¢do do oleo (Joulain, 1998), devendo, sempre que necessario, garantir a
identificacdo de cada um dos constituintes da mistura e possibilitar a respetiva
quantificacao.

Devido a complexidade destas misturas, quase todas as metodologias de analises
envolvem duas etapas sequenciais, nomeadamente o fracionamento ou individualizacao de
constituintes, geralmente por recurso a métodos cromatograficos, seguido de estudos
analiticos, quimicos ou espectroscopicos sobre fragdes ou sobre os compostos isolados. Em
cada uma dessas etapas o recurso a um unico método ndo ¢ suficiente para viabilizar a
melhor sequéncia de andlise e garantir a maxima informacdo sobre a composi¢ao da
amostra. E exigido que a identificagdo de cada composto seja fundamentada em resultado
de, pelo menos, duas metodologias complementares, por exemplo, comportamento
cromatografico e dados espectroscopicos.

A cromatografia gas-liquido (CGL) ou cromatografia em fase gasosa ¢ a
metodologia de uso mais generalizado para a separacdo dos constituintes dos o6leos

essenciais. O uso de colunas capilares possibilita o fracionamento de misturas complexas
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volateis e na maior parte dos casos, a individualizagdo da maioria dos seus componentes.
Dadas as suas caracteristicas, esta metodologia ¢ separativa e também analitica porque
permite a aquisicdo de informacao qualitativa.

A CGL ¢ hoje a mais eficiente modalidade cromatografica para o fracionamento de
misturas complexas volateis (Marriot et al., 2001) e fundamenta as metodologias
derivadas, tais como as modalidades multidimensionais. O registo cromatografico CGL
permite obter informagdes importantes para a andlise qualitativa de misturas complexas
pela interpretagdo e comportamento de retengdo dos compostos eluidos.

Teoricamente, a retencdo de cada composto na mesma coluna e fase estacionaria,
expressa em tempo de retengdo, ¢ constante nas mesmas condi¢des experimentais de fluxo
de fase movel e de temperatura. Contudo, como a reprodutibilidade pratica nas mesmas
condi¢des ndo pode ser garantida em absoluto, ndo permite a identificagio de misturas
complexas por comparacdo apenas dos tempos de retencdo. Esta limitacdo foi ultrapassada
através da indexacdo dos valores dos parametros de retencdo dos compostos da amostra
aos de compostos de referéncia (previamente registados, determinados nas mesmas
condi¢cdes experimentais) cromatrografados simultaneamente.

Na analise de OEs ¢ usual a apreciagdo conjunta de indices de retencdo relativos a
duas fases estacionarias de distinta polaridade. Cada composto da amostra interage de
forma diferente e tem um comportamento de retencdo distinto consoante as fases
estacionarias, o que torna evidentes as coeluigdes, ndo detetaveis com o uso de uma Unica
fase estaciondria, e confere mais rigor na identificagdo dos compostos.

A elevada resolugdo e os baixos fluxos de fase movel gasosa, conferem a CGL
grande versatilidade proporcionando a possibilidade de acoplar diferentes tipos de
detetores, como o detetor universal de ionizacdo de chama (DIC) e de espetrometria de
massa (EM). O primeiro possibilita a detecdo dos compostos eluidos e o segundo permite a
aquisicdo de espectros de massa sobre o efluente cromatografico. Assim, a CGL-EM ¢ uma
das técnicas mais utilizadas na andlise destas misturas complexas, j4 que o varrimento,
quase em continuo sobre o efluente cromatografico, permite adquirir um ou mais espectros

sobre cada um dos valores resolvidos (Proenca-da-Cunha, 2005).
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1.4.2. Atividades bioldgicas

Muitos 6leos essenciais € seus constituintes revelam bioatividades e tém por isso
aplicacdo na saide humana e animal, desde atividade antimicrobiana, antiespasmodica,
anti-inflamatoéria, anticonvulsivante, antioxidante, biocida e até anticancerigena (Edris,
2007; Bakkali et al., 2008; Hemaiswarrya et al., 2008; Gutierrez et al., 2009; Zuzarte et
al.,2011).

As moléculas bioativas existentes nas espécies vegetais ocorrem como metabolitos
secundarios, ndo contribuindo diretamente para o metabolismo bésico das plantas, mas,
como anteriormente referido, desempenham um papel fundamental na defesa das mesmas,
contra herbivoros, doengas e pragas, auxiliando a sobrevivéncia das espécies (Cox, 1990).

A atividade antimicrobiana ¢ um das mais estudadas e mais reportada para os 6leos
essenciais. Esta atividade estd, geralmente, associada a presenca de pequenas moléculas
oxigenadas, capazes de estabelecer pontes de hidrogénio, exemplos do timol, do carvacrol,
do eugenol, do lianalol, do geraniol, ou do geranial. Geralmente atuam por modifica¢des
da membrana externa dos microrganismos e por inibi¢do de enzimas da cadeia respiratoria,
comprometendo o equilibrio energético da célula (Proenga-da-Cunha, 2005).

A eficacia na inibicdo do desenvolvimento de bactérias Gram™ e Gram', de
leveduras e de fungos filamentosos, incluindo por vezes estirpes usualmente resistentes aos
antibidticos convencionais, tem motivado o interesse para a avaliagdo e caracterizagdo de
atividade antimicrobiana de 6leos essenciais sobre diversos microrganismos (Proenga-da-
Cunha, 2005; Machado, 2010). Os dermatofitos sao classificados como espécies geofilicas,
zoofilicos e antropofilicas de acordo com seu habitat principal, e espécies do género
Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton sdo responsaveis por infe¢des comuns da
pele, geralmente chamadas dermatofitoses ou micoses. Em 2008, o Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) aprovou um método de referéncia (M38-A) como
um teste de suscetibilidade antifingica de fungos filamentosos e outros foram
posteriormente disponibilizados e tém sido aplicados para avaliar a capacidade antifiingica,
pela avaliagdo da concentragdo minima inibitérias (CMI) e da concentracdo minima letal
(CML) (Zuzarte et al., 2011).

Resultados sobre a atividade antibacteriana, antifiingica, antiviral e anti-helmintica

de oleos essenciais foram objeto de estudo e atualizacdo recentes (Machado, 2010).
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Vérios trabalhos reportam importante atividade antimicrobiana nas familias
Apiaceae, Lamiaceae e Verbenaceae (Di Pasqua et al., 2005). Também plantas como a
canela, cravo, geranio, limdo, lima, laranja e alecrim apresentaram efeito inibitorio
significativo relativamente a bactérias Gram™ e Gram' (Prabuseenivasan et al., 2006). A
atividade antiviral dos componentes principais do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia
(Myrtaceae) (terpineno-4-ol, a-terpineno, B-terpineno, p-cimeno, terpinolene e a-terpineol)
foi atribuida, principalmente, a terpinen-4-ol, o composto que se revelou mais ativo
(Garozzo et al., 2009).

Resultados sobre o efeito dos OEs em espécies de Leishmania demonstraram que
Cymbopogon citratus, Juniperus oxycedrus, Lavandula luisieri ¢ Thymus capitellatus
possuem atividade anti-Leishmania com potencial aplicagdo ao tratamento da
leishmaniose; também apresentaram significativa atividade anti-Giardia os OEs de
Thymbra capitata, Origanum virens, Syzygium aromaticum ¢ Cymbopogon citratus
(Machado, 2010). Outros resultados sobre a atividade anti-helmintica dos 6leos essenciais
de Cymbopogon martinii, Cymbopogon schoenanthus (Poaceae) e Mentha piperita
(Lamiaceae), avaliados em quatro diferentes testes in vitro, demonstraram que o Oleo
essencial de C. schoenanthus pode ser um candidato interessante para o controlo de
nematodos (Katiki et al., 2011).

A atividade antifingica dos Oleos essenciais tem sido demonstrada em diferentes
familias botanicas (Bansod e Rai, 2008; Zuzarte et al., 2009; Machado, 2010) e tem sido
avaliada contra diferentes estirpes de fungos, como por exemplo: leveduras (Candida
albicans, Candida tropicalis, Candida krusei, Candida guillermondii, Candida
parapsilosis,  Cryptococcus  neoformans),  dermatofitos  (Trichophyton  rubrum,
Trichophyton  mentagrophytes, ~ Microsporum  canis,  Microsporum  gypseum,
Epidermophyton floccosum) e Aspergillus spp. (Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus e
Aspergillus flavus).

Um estudo de uma Apiaceae, Smyrnium olusatrum, utilizando estas estirpes de
fungos, demonstrou ser particularmente ativo contra Cryptococcus neoformans € estirpes
de dermatofitos (Marongiu et al., 2012).

Muitas espécies, incluindo algumas muito usadas na medicina tradicional,
nunca foram objeto de estudos fitoquimicos nem de avaliacdes de atividades biologicas,

pelo que este tipo de estudos se revela de grande importancia podendo contribuir para a
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valorizacao destas espécies. Considerando que algumas espécies estdo em vias de extingao,
a perda dessa biodiversidade pode representar também o desaparecimento definitivo de

alguns compostos com potencial atividade biologica.

1.5. OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho foi o estudo de taxa de Apiaceae caracteristicos
da flora portuguesa, em termos de conservacdo e de produgdo de Oleos essenciais de
possivel interesse. Deste modo, estabeleceram-se protocolos de micropropaga¢do para a
clonagem dos faxa prioritarios e foram caracterizados os 6leos essenciais, tendo em alguns
casos sido avaliado o seu potencial bioativo. As razdes que levaram a escolha destes taxa
decorreram, por um lado do seu estatuto endémico, mas tiveram também em conta o seu
potencial econémico no que diz respeito a producao de oleos essenciais. Para concretizar
este objetivo mais lato foram prosseguidas trés linhas de investigacdo principais,

nomeadamente:

1. aidentificagdo e estudo das Apiaceae endémicas da Peninsula Ibérica, presentes
em Portugal, em termos da sua distribui¢ao;

2. o estabelecimento de protocolos de micropropagacdo, para a conservagdo ex
situ, in vitro e in situ, em particular dos faxa mais raros;

3. e acaracterizacdo e avaliagdo da atividade antifiingica dos dleos essenciais.

Em cada linha de investigag¢do estabeleceram-se objetivos mais especificos como se

indica nas secc¢des seguintes.

1 - Identificacdo das Apiaceae endémicas ibéricas em Portugal.

A anélise da distribui¢do das espécies alvo baseou-se nos dados disponiveis nas
diferentes Floras consultadas, na verificacio de material de Herbario e de outra
documentagdo cientifica, apoiada no estudo dos carateres morfolégicos e recorrendo a
outras metodologias (bioquimicas) para o diagndstico taxondmico. A avaliacdo da
vulnerabilidade dos faxa e dos seus ciclos vegetativos foi fundamental para a
calendarizacdo das datas de colheita que foi criteriosa e sustentada, com prioridade para as

sementes e plantas das espécies de distribui¢do geografica mais restrita, a recolher nos
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respetivos nichos ecologicos. Todo o material-testemunho foi preparado para depdsito no
Herbario COI, e as sementes recolhidas foram conservadas no Banco de Sementes do
Jardim Botanico de Coimbra e enviadas para outras instituicdes congéneres (Banco
Portugués de Germoplasma, Jardim Botanico da Universidade de Lisboa e Millenium Seed

Bank).

2 - Propagacao in vitro e conservagao ex situ.

Para cada um de cinco taxa foram testados diferentes explantes e meios de cultura
com vista ao estabelecimento de protocolos que permitissem a propagacao in vitro dos taxa
prioritarios por algumas das técnicas de micropropagacao normalmente usadas para este
efeito. Devido ao facto de observagdes preliminares terem mostrado que durante o
processo de cultura in vitro de Daucus carota subsp. halophilus surgiam com frequéncia
flores, foi também tragado como objetivo desenvolver um protocolo com vista a
otimizacdo das condi¢cdes de floracdo in vitro neste taxon. Uma vez que o éxito da
micropropagacdo depende da transferéncia com sucesso das plantas para condicdes de
campo, um dos objetivos desta fase foi também determinar as condi¢des para uma eficaz
aclimatiza¢do das plantas produzidas in vitro. Finalmente, sempre que possivel, fez-se a
reintroducao das plantas micropropagadas nos habitats naturais com o objetivo de seguir o

seu comportamento comparativamente as plantas nativas.

3 - Caracterizacdo quimica e avaliacio da atividade antifingica dos Oleos
essenciais.

Com o objetivo de valorizar as espécies alvo deste trabalho foram caraterizados os
6leos essenciais de cinco faxa e determinada a atividade antifungica contra leveduras,
dermatofitos e Aspergillus. A identificagdo de compostos bioativos ¢ vantajosa ndo apenas
em termos de aplicabilidade pratica, mas pode também revelar-se um importante auxiliar
em programas de conservacdo. Para além disso, os Oleos essenciais sdo reconhecidos
marcadores podendo ser utilizados numa perspetiva quimiotaxondémica, com o consequente
aumento da fiabilidade na caracterizag¢do dos faxa, tornando mais aceitavel a conservacao

de espécies com potencial valor econdmico.
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As atividades de investigacao foram desenvolvidas em dois Centros de Investigacao
da Universidade de Coimbra: Centro de Ecologia Funcional da Faculdade de Ciéncias e

Tecnologia e Centro de Estudos Farmacéuticos da Faculdade de Farmécia.
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2.1. IDENTIFICACAO E LOCALIZACAO DOS ENDEMISMOS IBERICOS DAS APIACEAE

PORTUGUESAS

Para a identificagdo e localizacdo dos endemismos ibéricos das Apiaceae
portuguesas foi indispensavel proceder a uma caracterizacao clara e concisa dos 14 taxa
referidos para Portugal, bem como uma revisdo e confirmagdo da sua distribuicdo
geografica. Para isso, foi necessario consultar e estudar as Floras Portuguesas, Ibéricas e
Europeia (Mariz, 1895; Pereira Coutinho, 1939; Tutin et al., 1968; Amaral Franco, 1974;
Sampaio, 1988; Castroviejo et al., 2003) e varias publicagdes de taxonomia com
referéncias as Apiaceae (Gomez-Campo et al., 1987; Aguiar, 1996; Pinto-Gomes, 1998;
Mateo e Udias, 2000; Aguiar, 2001; Lopes, 2001; Silveira, 2001; Pujadas Salva, 2002a;
2003a; 2003b; 2007; Rivaz-Martinez et al., 2002; Honrado, 2003; Tauleigne Gomes et al.,
2004; Almeida, 2005; Pinto-Gomes e Paiva-Ferreira, 2005; Almeida, 2006; Ribeiro, 2006;
Amado, 2007; Moreno, 2008; Pinto-Gomes et al., 2008; Queiroga et al., 2008; Silva-
Pando, 2008; Almeida, 2009a; 2009b). Em paralelo foi realizado um estudo do material-
tipo de Herbarios portugueses e espanhdis (COA - Jardin Botanico de Cérdoba; COI -
Instituto Botanico da Universidade de Coimbra; LISE- Estacdo Agronomica Nacional —
Oeiras; LISI - Instituto Superior de Agronomia de Lisboa; MA- Real Jardin Botanico de
Madrid, CSIC; MGC- Faculdad de Ciencias. Universidad de Malaga; PO - Faculdade de
Ciéncias da Universidade do Porto).

Reconhecidas as plantas e a sua localizagdo geografica procedeu-se a avaliagdo do
estatuto de conservagdo para apurar um critério para o estudo dos faxa e a prioridade de
acdo nas saidas de campo (ver Tabela 1).

Para o reconhecimento da situacdo de conservacao dos 14 taxa foram consultados
os seguintes documentos oficiais: ALFA (2007-2010), BGCI (2010), Conselho da Europa
(1977; 1983), Diretiva Habitats (1992; 1999; 2005), Euro-Med PlantBase (2006-2011),
European red list of vascular plants (2011), ICN (1996; 2006a; 2006b; 2007) e ICNB
(2007a; 2007b).

Para além disso analisaram-se as publicacdes de Gomez-Campo et al. (1987),
Amado et al. (2007), Moreno (2008), Queiroga et al. (2008), Silva-Pando (2008), Corvelo
(2010) e Bilz et al. (2011).
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Com base nestas consultas e seguindo as descrigdes para os 14 taxa referidos na
Flora Ibérica (Castroviejo et al., 2003), a publicagdo de referéncia mais recente,
estabeleceram-se os critérios para a recolha do material vegetal. Esses critérios foram o
grau de abundancia e a distribuicdo geografica, tendo sido definidos trés grupos de distinta
prioridade para a conservagdo (Tabela 1): grupo 1 - faxa prioritarios, presentes apenas
numa provincia portuguesa ou exclusivamente em Portugal (5 faxa); grupo 2 - presentes
em 2 a 4 provincias portuguesas (5 taxa); grupo 3 - presentes em 5 ou mais provincias

portuguesas (4 taxa).

Tabela 1: Endemismos ibéricos das Apiaceae portuguesas: distribuicdo geografica e critérios prioritarios de

conservacao
Taxa Provincias Grupo
1.Eryngium galioides Ag, AAL BA, BAl, BB 3
2 Eryngium duriaei BA, BL, Mi, TM 2
3. Daucus carota subsp. halophilus Ag, Bal, E 1
4. Bunium macuca subsp. macuca AAl 1
5. Conopodium subcarneum BA, BL, TM 2
6. Conopodium majus subsp. marizianum Aal, Ag, BA, BAl, BB, BL, DL, E, Mi, TM 3
7. Seseli montanum subsp. peixotoanum ™ 1
8. Angelica major BA, BB, Mi, TM 2
9. Angelica pachycarpa E 1
10. Ferula communis subsp. catalaunica AAl, Ag, BA, BAl, BB, BL, E, R, TM 3
11. Ferulago capillaris BA, Mi, TM 2
12. Distichoselinum tenuifolium Ag 1
13.Laserpitium eliasii subsp. thalictrifolium Mi, TM 2
14. Thapsia minor AAl Ag, BA, BAl, BB, BL, DL, E, Mi, TM 3

Provincias ibéricas (Castroviejo et al., 2003) - Portugal: AAI - Alto Alentejo; Ag - Algarve; BA - Beira Alta; BAI - Baixo
Alentejo; BB - Beira Baixa; BL - Beira Litoral; DL - Douro Litoral; E - Estremadura; Mi - Minho; R - Ribatejo; TM -

Tras-os-Montes e Alto Douro.

De acordo com a Tabela 1, o grupo 1 € o prioritario e engloba os cinco faxa
endémicos mais vulneraveis em Portugal continental, com uma area de distribui¢do mais
restrita e, portanto, com prioridade para a conservacdo: Angelica pachycarpa
(Estremadura-Ilhas Berlengas), Daucus carota subsp. halophilus (Algarve e Baixo
Alentejo), Bunium macuca subsp. macuca (Alto Alentejo), Disthicoselinum tenuifolium

(Algarve) e Seseli montanum subsp. peixotoanum (Tras-os-Montes).
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A planificagdo e a calendarizagdo para a colheita criteriosa de plantas foi
dependente da sua fenologia, referenciada nas descricdes e em material de herbario dos
diferentes taxa.

Para a realizagdo das colheitas, em particular nas Reservas e Parques Naturais e
Nacionais, foi solicitada autorizagao as instituicdes competentes, nomeadamente, ao ICNB,
que emitiu as respetivas licencas mediante indicagdo dos elementos adicionais necessarios
e solicitados para o efeito. A recolha do material vegetal, que se restringiu a parte aérea da
planta com umbelas e/ou sementes, foi sempre condicionada pela abundancia e
representatividade dos faxa, de modo a salvaguardar as populagdes nativas.

As plantas silvestres foram analisadas in situ e elaboradas as respetivas folhas de
herbario, depositadas no Herbario COI (ver anexo I).

Decorrente da confirmacdo in situ, ou ndo, da localiza¢do e abundancia das plantas

foram atualizados e otimizados os critérios de conservacao.

2.1.1. Analise de carateres taxonomicos

Dada a complexidade morfolégica das Apiaceae foi necessario consultar varios
taxonomistas e coletores portugueses e espanhdis para a certificagdo de aspetos
taxonomicos e de localiza¢do das plantas, referéncias essenciais para o trabalho de campo.
Para além disso, sempre que surgiram duividas quanto a posi¢do taxonomica das plantas,
recorreu-se a metodologias complementares de diagnostico (sec¢do seguinte), como
aconteceu nos casos de Daucus carota ¢ de Eryngium duriaei duas espécies em que a
caracteriza¢do taxonomica tem sido objeto de estudo (Bradeen et al., 2002; Fidelis et al.,

2008).

2.1.2. Microscopia otica e microscopia eletronica de varrimento

Para a anélise da morfometria, os frutos das quatro subespécies nativas de Daucus
carota foram fotografados e analisados a lupa, com recurso ao sistema I/mageTool (v.3.0
for Windows, University of Texas Health Science Center, San Antonio, TX, USA) e num
microscopio Otico Motic BA 310. O tamanho dos frutos foi determinado usando um

micrémetro e uma ampliacao de 100 vezes.
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Para um estudo com maior detalhe, os frutos foram também avaliados por
microscopia eletronica de varrimento (SEM - Scanning Eletron Microscopy). Para isso as
amostras foram apenas desidratadas naturalmente (calor moderado), colocadas num porta-
objetos (stub) e revestidas com uma pelicula de 30 nm de ouro-paladio num metalizador
(Jeol JFC-1100 Ion Sputter -1220V, 6Ma, 8 min), em vacuo. Os frutos foram depois

observados num microscépio eletrénico de varrimento (JEOL JSM-5400 a 10 kV).

2.1.3. Citometria de fluxo

Seguindo a metodologia descrita por Loureiro et al. (2007a; 2007b), o teor em
DNA foi analisado no seguinte material vegetal:

- individuos de diferentes populagdes, das quatro subespécies nativas de Daucus
carota (D. carota L. subsp. carota; D. carota L. subsp. maximus (Desf.) Bal; D. carota L.
subsp. gummifer (Syme) Hook. e D. carota L. subsp. halophilus (Brot.) A. Pujadas);

- individuos de quatro populacdes de Eryngium duriaei, em diferentes altitudes
(superior e inferior a 1.700m).

O material vegetal fresco, da amostra a estudar (0,5 cm® de tecido foliar), foi
seccionado com uma lamina afiada, juntamente com 0,5 cm? de tecido foliar fresco padrao,
numa caixa de Petri contendo 1 ml de tampao WPB (0,5 mM C;H9N;.4HCI, 30 mM de
citrato de s6dio.3H,0, 20 mM de MOPS, 80 mM de KCl, 20 mM de NaCl, 0,5 % (p/v) de
Triton X-100), com o pH ajustado a 7,0, para libertagdo e manutencao da integridade dos
nucleos. Como padrao usou-se Solanum lycopersicon cv. ‘Stupické’ (padrao de referéncia
interno - 2C = 1.96 pg; Dolezel et al., 1992) no caso de Daucus carota. Para Eryngium
duriaei foi utilizado Pisum sativum, com um padrdo de referéncia com 2C = 8,76 pg.

A suspensdo nuclear foi passada através de um filtro de nylon de 50 mm para
remover restos de tecido e fragmentos celulares de grandes dimensdes. Em seguida,
adicionou-se iodeto de propidio (50 mg/mL, PI, Fluka, Sui¢a) e RNase (50 mg/mL, Sigma,
EUA). Ap6s um periodo de incubagdo de 5 minutos, a intensidade relativa da fluorescéncia
(FL) de pelo menos 1.300 nucleos G1 por pico foi analisada num citometro de fluxo
CyFlow Partec (Partec GmbH., Miinster, Alemanha), utilizando o software FloMax
(Partec GmbH). O pico G1 do padrio foi ajustado ao canal 200 e de seguida o sistema de

amplificacdo foi ajustado para uma tensdo constante ao longo da experiéncia. Os
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histogramas resultantes foram avaliados e o tamanho de genoma de cada amostra foi
determinado usando a seguinte formula: média FL do pico G1 amostra/média FL do pico
padrdo G1 x tamanho de genoma do padrao.

O tamanho do genoma foi analisado através do teste one-way ANOVA. As
diferengas no tamanho médio do genoma entre populagdes de cada taxon foram avaliadas

usando o teste de Tukey de variagcao multipla (SigmaPlot 12.2, SyStat Software).

2.1.4. Daucus carota L.: analise das subespécies nativas em Portugal

2.14.1. Material vegetal - identificacio e localizacido geografica

A colheita de exemplares das quatro subespécies nativas de Daucus carota foi
realizada em populagdes naturais de Portugal Continental conforme indicado na Figura 3 e
na Tabela 2, para estudos morfoldgicos e analise do teor de DNA.

As cinco provincias onde se realizaram as colheitas foram: Algarve - Ag; Alto
Alentejo - AAL; Baixo Alentejo - BAI; Beira Litoral - BL; Estremadura - E.

Paralelamente foi realizada a caracterizagdo dos 6leos essenciais, em amostras do
mesmo material vegetal, conforme descrito na secc¢ao 2.3.

As herborizacdes foram repetidas durante ciclos anuais diferentes, nas mesmas

localidades e nas mesmas populacdes.
Espécimes testemunhos foram preparados in
Portugal . - . .
situ para a determinagao taxonomica e depositados no

Herbéario COI (anexo I).

o

v

Figura 3: Localizagdo das areas de estudo das populagdes das
quatro subespécies nativas de Daucus carota em Portugal
Continental:

Dch-Daucus carota subsp. halophilus; Dcg- Daucus carota
subsp. gummifer; Dcc - Daucus carota subsp. carota; Dem -

Daucus carota subsp. maximus (mapa de Portugal adaptado de

www.google.com).
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Tabela 2: Locais e periodos de colheita das quatro de subespécies nativas de Daucus carota utilizadas nos

estudos morfoldgicos, na analise do teor em DNA e na caracterizag@o de dleos essenciais.

Daucus carota (subespécies)

o - Localidades (14) Calendario de colheita
/n° de populacdes

1.Cabo S. Vicente/Ag*

. Arrifana/Ag* Maio/junho 2005, 2006; maio2008*; 2010.
. Cabo Sardao/BAl*

Daucus carota subsp.
halophilus/6

2

3

4. Cabo Espichel/E

Junho/julho 2006, 2007; junho 2008; junho

5. Cabo da Roca/E 2008: 2010.

6. Cabo Carvoeiro/E

7. Nazaré/BL*
Daucus carota subsp. 8. Praia do Norte/BL* Junho/julho 2005, 2007; junho 2008*; julho
gummifer/ 4 9. Pedro de Moel/BL* 2010%.

10. Figueira da Foz /BL

Junho 2008*/ julho 2010; junho/julho 2010%,

A %
11. P6voa da Lomba/BL 2011

Daucus carota subsp.
carotal3 12. Meas do Campo/BL*

Julho 2005; julho2010".
10. Figueira da Foz/BL

Daucus carota subsp. 13. Cartuxa/AAL* Junho/julho 2006, 2007; junho2008*/julho
maximus /2 14. Montemor-o-Novo/AAL* 2010%.

*Localidades e datas de colheita das plantas para o estudo dos 6leos essenciais.

2.1.4.2. Analise morfométrica dos frutos

A analise da morfometria dos frutos das quatro subespécies nativas de Daucus
carota foi realizada num total de 33 plantas (subsp. carota, n = 10; subsp. gummifer, n =
10; subsp. halophilus, n = 9; subsp. maximus, n = 4) conforme se indica na Tabela 3 e no

anexo II.
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Tabela 3: Espécimes investigados para o estudo dos frutos de populagdes nativas das quatro subespécies de

Daucus carota.

Total frutos analisados
Taxa/ Total de espécimes Localidades / Voucher - Herbario COI (N° espécime/x3 frutos por
espécime)
1-Vale das Pombas, Figueira da Foz, 2005, Tavares 13
16.
Daucus carota subsp. 2-Meis do Campo, 2010, Tavares 139 1/3
carota/10
3-Pévoa da Lomba, 2011, Tavares s.n. 4/12
2- Meds do Campo, 2011, Tavares s.n 4/12
4-Praia do Norte, 2005, Tavares s.n. + 2006,
1+1/6
Tavares 56.
5-Nazaré, 2005, Tavares 12 + 2006, Tavares 44 + 34 141/15
Tavares 57
Daucus carota subsp.
gummifer/10 6-S. Pedro de Moel, 2005, Tavares s.n. + 2006,
1+1/6
Tavares 55
1-Vale das Pombas, Figueira da Foz, 2005, Tavares 13
S.n.
7-S. Vicente, 2006, Tavares 43 + 2007, Tavares 64
+2008, Tavares 91 + 2010, Tavares 124 IFIHH2/15
8-Cabo Sardao, 2006, Tavares 41 1/3
Daucus carota subsp.
halophilus/9 9-Arrifana, 2007, Tavares 63 1/3
10-Cabo da Roca, 2007, Tavares 68 1/3
11-Espichel, 2007, Tavares 69 1/3
Daucus carota subsp. 12-Cartuxa, 2006, Tavares 52 + 2007, Tavares 73 1+2=9
maximus/4 13-Montemor-o0-Novo, 2010, Tavares 138 1/3
Total 13 Localidades e 33 espécimes voucher 99 frutos

Trés frutos foram colhidos por planta e conforme a metodologia descrita na sec¢ao
2.1.2., procedeu-se a analise morfométrica com base nos seguintes carateres: comprimento,
largura, comprimento dos espinhos, largura da base do espinho e nimero dos espinhos nas
costas secundarias.

A andlise estatistica descritiva (média e desvio padrao da média) das varidveis
quantitativas foi calculada para cada subespécie. O teste one-way ANOVA foi utilizado
para avaliar as diferencas entre subespécies para as variaveis consideradas. As analises de
variancia foram realizadas utilizando os valores médios para cada amostra para evitar a
pseudo-replicagcdo. As duas variaveis, largura de fruto e largura das costas secundarias do
fruto, foram transformadas com a fun¢do logaritmo para conseguir a normalidade e

homocedasticidade. Todas as demais varidveis apresentam distribuicdo normal e

Conservacdo in vitro e ex situ e valorizacdo de Endemismos Ibéricos das Apiaceae Portuguesas 43



Material e Métodos

homocedastica. As andlises multivariadas foram realizadas para investigar a organizagao
estrutural das subespécies estudadas com base nos carateres combinados dos frutos.

A analise de componentes principais (PCA) foi realizada utilizando os valores
médios das amostras e de todas as variaveis.

Em complemento deste estudo foi analisado o detalhe dos frutos, particularmente

ao nivel da morfologia dos espinhos, em microscopia SEM.

2.1.4.3. Teor em DNA e nivel de ploidia

Para a estimativa do nivel de ploidia e conteudo de DNA nuclear em plantas das
diferentes populacdes foi utilizada a técnica de citometria de fluxo descrita na secc¢ao 2.1.3.
Folhas frescas de plantas foram recolhidas das populacdes silvestres das quatro
subespécies nativas Daucus carota. O conteido em DNA foi estudado até 6 individuos por
populagdo (normalmente em 3 individuos/populagdo) de cada uma das quatro subespécies

da Tabela 2.

2.1.5. Estudo de Eryngium duriaei J. Gay ex Boiss.

2.1.5.1. Material vegetal — identificacio e localizacdo geografica

A colheita de exemplares E. duriaei foi realizada em populacdes silvestres de
Portugal Continental, com base na fenologia e distribuicdo geografica em diferentes
provincias e altitudes (Fig. 4; Tabela 4) para estudos morfologicos e analise do teor em
DNA. A populacdo situada no Parque Natural da Serra da Estrela (PNSE) esta acima de
1.700 m de altitude, e as outras trés abaixo desta altitude (600-1.000).

Paralelamente foi realizada a caracterizacao dos 0leos essenciais, em amostras do
mesmo material vegetal, conforme descrito na seccdo 2.3.

As herborizacdes foram repetidas durante ciclos anuais diferentes, nas mesmas
localidades e nas mesmas populacdes.

Espécimes testemunhos foram preparados in situ para a determinagao taxondmica e

depositados no Herbério COI (anexo I).
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Figura 4: Areas de estudo das populagdes de Eryngium duriaei
utilizadas neste trabalho. PNG (Parque Nacional do Gerés);
PNSE (Parque Natural da Serra da Estrela) e duas localidades do
Agor (Serra do Agor: Colcurinho (A) e Margaraga (B) (mapa de
Portugal adaptado de http://www.google.com/imgres).

Tabela 4: Populacdes de Eryngium duriaei: localidades e datas de colheita para estudos morfoldgicos,

analise do teor em DNA e caracterizacdo de 6leos essenciais.

Localidades

Voucher — Herbario COI

Parque Natural Serra da Estrela,
Cantaro Raso (> 1.700 m).

Beira Alta, Serra da Estrela, Cantaro Raso, 1700 m, 16.09.2008, A.C.
Tavares, 112 (COI). Beira Alta, Serra da Estrela, Cantaro Raso, 1700 m,
11.07.2010.

Serra do Agor, Colcurinho (800-1.000
m).

Beira Litoral, Serra do Agor, entre Colcurinho e Senhora das
Necessidades, 30.06.2005, A.C. Tavares, 8 (COI); 17.07.2006, 4.C.
Tavares, 54 (COI); 20.09.2008, 4.C. Tavares, 113 (COI); 19.06.2010,
A.C. Tavares, 136 (COI).

Serra do Agor, Mata da Margaraga
(600-800 m).

Beira Litoral, Arganil, Mata da Margaraga, 08.10.2010, A. C. Tavares,
143 (COI).

Parque Nacional do Gerés, Mata da
Albergaria (800-900 m).

Minho, Serra do Gerés, Mata da Albergaria, 26.07.2007, A. C. Tavares,
74 (COI). Minho, Serra do Gerés, Mata da Albergaria, leito seco do rio
Homem, 04.10.2010.

2.1.5.2. Analise morfolégica das plantas

Para avaliar a relevancia taxonomica dos carateres morfologicos das quatro

populagdes portuguesas de Eryngium duriaei indicadas na tabela 4, foram analisadas as

caracteristicas que apresentavam maiores diferengas entre as plantas das referidas

populagdes: altura das plantas, recorte foliar provido de recortes espinescentes ou ndo,

consisténcia do limbo foliar membranaceo ou coridceo, morfologia das folhas basais e das

folhas caulinares e o tamanho e morfologia dos capitulos umbeliformes.
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2.1.5.3. Teor em DNA e nivel de ploidia

Para a estimativa do nivel e conteido de DNA nuclear nas plantas das diferentes
populagdes foi utilizada a técnica de citometria de fluxo descrita na sec¢ao 2.1.3.

O teor em DNA foi analisado até 5 individuos por popula¢do, em diferentes
altitudes (acima e abaixo de 1.700 m), a partir de folhas frescas de plantas silvestres das
quatro populagdes de E. duriaei (Fig. 4), conforme Tabela 4.

Foram apenas considerados os histogramas com picos simétricos € com um
coeficiente de variacdo (CV) de pico da amostra G1 abaixo de 5%. Para confirmar a
confiabilidade da estimativa de valores foi realizada a andlise simultinea de ambas as

populagdes de E. duriaei.

2.1.54. Cultura de embrides zigdticos para analise de cariotipo

No estudo sobre Erygium para distingdo das populacdes foram realizadas andlises
do caridtipo. Para isso, os embrides zigoticos foram removidos, em condi¢des assépticas,
de sementes previamente esterilizadas (ver seccao 2.2.2) de duas populacdes de Eryngium
duriaei (Serra da Estrela e Mata da Margaraga) (Fig. 4) e diretamente cultivados em meio
base MS com metade da concentragao.

Nesta analise do cariotipo, o nimero de cromossomas foi avaliado nos apices
radiculares de plantulas de E. duriaei germinadas in vitro e provenientes de duas
populagdes (Serra da Estrela e Mata da Margaraga).

Os éapices radiculares (5 mm de comprimento) dos embrides germinados in vitro
(20-30 dias ap6s a germinagdo) foram cortados e tratados com colquicina 0,05 % (p/v)
durante 2-2,5h, a 20°C, no escuro ¢ depois fixados em etanol/acido acético 3:1 (v/v),
durante aproximadamente 4 h, a temperatura ambiente.

As zonas meristematicas da raiz (1-2 mm do 4pice) foram isoladas e coradas pela
técnica de Feulgen (Darlington e La Cour, 1976), para a contagem de cromossomas. As
amostras foram hidrolisadas em HCI1 IN a 60° C, durante 6 minutos, transferidas para agua
destilada a temperatura ambiente durante 5 minutos, montadas em lamina e coradas com

reagente de Schiff durante 1-3 horas no escuro, num squash em éacido acético 45 % (v/v).
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As preparagdes foram observadas num microscopio Nikon Eclipse E400 e as imagens

registadas com uma camara Nikon DS-U1 Visao Digital usando o software Lei-2U.

2.2. ENSAIOS DE CULTURA IN VITRO

2.2.1. Material vegetal

As sementes dos diferentes faxa foram recolhidas em habitat natural (Tabela 5) e

mantidas a temperatura ambiente até ao inicio das experiéncias.

Tabela 5: Dados da colheita de sementes para cultura in vitro.

Data e local de colheita das sementes /coordenadas GPS

Taxa
1. Daucus carota subsp. halophilus Junho. Cabo de S@o Vicente, Algarve. 37° 1' 30" N 8° 59' 40" W.
2. Distichoselinum tenuifolium Agosto. Moncarapacho, Algarve. 37° 8 '41" N 7°7' 88 " W.
3. Angelica pachycarpa Maio. Ilha Berlenga. 39° 24’ N 9° 30" W.

Setembro a novembro. Alimonde-Carrazede e Samil-Braganga, Tras-os-

4. Seseli montanum subsp. peixotoanum Montes. 41° 48' N 06° 45' W.

Setembro. Mata da Margaraga e Serra da Estrela. 40° 19' 18.72" N e 7° 36'

5. Eryngium duriaei 46.68" W.

No caso de Daucus carota subsp. halophilus utilizaram-se também segmentos
nodais (até 1,5 cm comprimento) de plantas silvestres colhidas no Cabo de Sao Vicente, no
Algarve, durante o més de abril.

Numa segunda fase, na inducdo de embriogénese somadtica, foram usadas, nas
mesmas condigdes, sementes de plantas micropropagadas de Angelica pachycarpa e de
Distichoselinum tenuifolium instaladas em viveiro no Jardim Botanico da Universidade de

Coimbra.
2.2.2. Germinacio de sementes, tipos de explantes e cultura de segmentos nodais

A esterilizacdo das sementes para ulterior isolamento e cultura de diferentes
porcdes das plantulas (apices caulinares, segmentos de raiz, de peciolo e de folhas

cotiledonares) e dos segmentos nodais seguiu um procedimento similar em todos os taxa

testados. Assim, procedeu-se primeiro a um tratamento com etanol (90 % v/v) durante 1
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min. seguido de transferéncia para uma solu¢do de hipoclorito de calcio a 7 % (p/v)
contendo 2-3 gotas de Tween-20, durante 20 min. Apds trés lavagens em agua bidestilada
esterilizada, o material ficou em embebicdo durante a noite. De seguida procedeu-se a uma
nova esterilizacdo seguindo o mesmo procedimento com hipoclorito de célcio e em
condicdes assépticas, numa camara de fluxo laminar.

Dependendo do tamanho, 3 a 10 sementes foram inoculadas em tubos de ensaio
contendo o meio MS (Murashige e Skoog, 1962) com os macronutrientes reduzidos a
metade da concentragdo e 3% de sacarose. O pH de todos os meios foi ajustado a 5,8 com
KOH (0,1-1,0N) tendo-se em seguida adicionado 0,6 % de agar (Merck). Os meios foram
autoclavados a 121°C (120 kPa) durante 20 min. No caso das culturas in vitro de Seseli
montanum subsp. peixotoanum o pH foi ajustado para valores de 6,0-6,2.

Apos 30-45 dias de germinagdo in vitro das sementes, diferentes tipos de explantes,
para estabelecimento das culturas em meios de crescimento in vitro, foram isolados a partir
das plantulas, nomeadamente:

1 - apices caulinares (até 0,5 cm);

2 - raiz (porgdes apicais 0,5-1 cm);

3 - folhas cotiledonares (limbo do primeiro par de folhas — segmentos foliares 0,5-1
cm);

4 - peciolos do primeiro par de folhas (0,5-1 cm).

As culturas foram mantidas a 25°C, numa cdmara de cultura sob um regime de
iluminagdo diaria (16h de luz) de 15-20 pmol m2 s!, de radiagdo fotossinteticamente

ativa, fornecida por lampadas de luz fria, fluorescente e branca.
Os explantes utilizados, os meios de cultura e os tipos de resposta morfogénica

verificados nos diferentes faxa foram diferentes. Nas sec¢des seguintes sdo descritos os

ensaios realizados com cada um dos taxa testados.
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2.2.3. Daucus carota subsp. halophilus

2.2.3.1. Proliferacao de meristemas

Os éapices caulinares das plantulas foram cultivados em meio MS suplementado
com diferentes concentracdes de BA (benziladenina) (0,1; 0,2; 0,5; 1 e 2 mg/L) e 3% de
sacarose. O meio base MS foi usado como controlo.

O ntmero de rebentos caulinares, formados a partir dos explantes iniciais, foi
registado ap6s 4 semanas de cultura; o explante inicial (parte basal do rebento caulinar
formado in vitro - stump) foi subcultivado por mais 4 semanas, nas mesmas condi¢gdes de
cultura, e feito novo registo desta segunda inoculacio, também apos 4 semanas.

Nas duas fases de cultura foi avaliado o numero de rebentos caulinares em funcao

da concentracao de BA.

2.2.3.2. Enraizamento

Os rebentos isolados (2,0-3,0 cm) formados nas condi¢des acima referidas foram
induzidos a formar raiz em meio MS contendo 0,1 mg/L de IBA (acido-3-indol butirico),
ou no mesmo meio base (completo ou a '2 da concentragdo base) sem reguladores de
crescimento.

O enraizamento foi avaliado apds um més ¢ meio de cultura.

As plantulas enraizadas (comprimento da raiz de, pelo menos, 2 cm) foram
retiradas dos tubos de ensaio, separadas e aclimatizadas num fitotrdo (cdmara de
aclimatacdo), em vasos contendo uma mistura 1:1 de terra de jardim e de areia, pelo menos
1,5 meses, antes de serem transferidas para condi¢des de exterior, no Jardim Botanico ou

no habitat natural.

2.2.3.3. Embriogénese somatica

Segmentos de raiz, do primeiro par de folhas e peciolos foram cultivados no mesmo

meio base contendo 0,1; 0,5; 1 ou 2 mg/L de 2,4-D (4cido 2,4-diclorofenoxiacético). Apos

2,5 meses de cultura ocorreu a formagao de calo que foi repicado para o mesmo meio, onde
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ap6és 1,5 meses se formaram embrides somaticos. Para a conversdo de embrides em
plantulas, os embrides isolados no estado cotiledonar, ou grupos de embrides somaticos
com pequenas porgoes de calos associados, foram transferidos para o meio base MS ou 2
meio MS base, durante 1,5 meses.

Algumas porc¢des de calos embriogénicos foram de novo subcultivadas em meios
de inducao com 1mg/L de 2,4-D, para manuten¢do da capacidade embriogénica.

Dado o elevado numero de embrides somaticos formados por explante e a auséncia
de sincronismo durante o seu desenvolvimento, tornou-se dificil quantificar o nimero de
embrides somaticos produzidos.

Com o objetivo de quantificar o potencial embriogénico dos explantes procedeu-se
a uma contagem do niimero de plantas obtidas por unidade de calo (g de peso fresco),
seguindo as diferentes etapas, que se apresentam na Figura 5.

Assim, amostras de calos produzidos em porgdes peciolares em meio com 1 mg/L
2,4-D foram pesados decorridos 2,5 meses de cultura. O peso das amostras de calo e a
respetiva média foram determinados em mg com ulterior conversdo para g, sendo os
resultados apresentados em niimero de plantas por g de calo. Os calos permaneceram neste
meio durante 1,5 meses, sendo de seguida subcultivados em meio base MS, de forma a
permitir o desenvolvimento dos embrides somaticos ¢ a formagdo de plantulas, parametro

registado apos 3 meses de cultura.

2,5 meses 1,5 meses 3 meses 1,5 meses
— — > 1
—»| formagdo | — gerLﬂl_Tagao Siantala
embrido embrido —
somaético somatico envasada
24-D MS
- plantula
7 meses formada
8,5 meses

Figura 5: Etapas da micropropagacdo de Daucus carota subsp. halophilus por embriogénese somatica.

As plantulas produzidas foram por fim deixadas nos tubos de ensaio, para
prosseguir o alongamento da raiz durante 8 a 15 dias, sendo depois lavadas e deixadas

apenas com agua destilada.
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As plantulas com um comprimento de, pelo menos de 10 cm, foram retiradas dos
tubos de ensaio, separadas e aclimatizadas num fitotrdo, em vasos contendo uma mistura
1:1 de terra de jardim e de areia, durante, pelo menos 1,5 meses, antes de serem

transferidas para condig¢des de exterior, no Jardim Botanico e/ou habitat natural.

2.2.34. Estudo da variabilidade in vitro - citometria de fluxo

As plantas obtidas in vitro foram analisadas por citometria de fluxo para detetar
eventuais alteracdes na quantidade de DNA. As andlises foram feitas em folhas de plantas
obtidas por embriogénese somatica apds inducdo com 2,4-D e em folhas de plantas obtidas
por proliferacdo de meristemas, induzida por BA, bem como nos diferentes explantes
(segmentos das folhas cotiledonares e apices caulinares, respetivamente). Como controlo a
analise foi feita em folhas de plantulas resultantes da germinagdo in vitro de sementes de
plantas silvestres de dois anos diferentes.

A metodologia de citometria de fluxo foi descrita na secc¢ao 2.1.3.

2.2.3.5. Floracao in vitro

Os segmentos nodais das plantas silvestres foram esterilizados conforme
procedimentos descritos na sec¢do 2.2.2. e inoculados em meio base MS, suplementado
com sacarose a 3% e com dois PGRs: 1,5 mg/L BA e 0,5 mg/L IAA (acido-3-indol
acético), considerado o meio de indugao.

Posteriormente foram realizadas subculturas utilizando a por¢do basal dos
explantes, a cada 30 dias, para estudar o efeito combinado e isolado de BA e IAA, nas
mesmas concentragdes ¢ condi¢des de cultura. Nestas mesmas experiéncias avaliamos
também a evolug¢dao da morfologia das inflorescéncias, que se agruparam em 4 estadios: 1-
umbela fechada; 2- umbela com pétalas visiveis verdes, mas ainda fechadas; 3- pétalas
visiveis brancas, mas ainda fechadas; 4- umbela com flores abertas e os estames expostos)
(ver secgdo 3.2.1.6.1.).

Numa fase ulterior, combinagdes de BA e IAA foram testadas na inducao floral.

Num primeiro ensaio (experiéncia 1) as culturas de material vegetal proveniente do meio
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de indugdo foram subcultivadas no mesmo meio ou em meio base MS. Foram ainda
testados o IAA e a BA isoladamente.

Num outro ensaio (experiéncia 2) avaliou-se o efeito isolado dos PGRs no processo
da inducdo de floragdo. Assim, as culturas de material vegetal proveniente de meio MS
foram repicadas para o mesmo meio e para meio com [AA; as amostras do meio BA foram
repicadas para meio MS e meio IAA e as amostras do meio IAA para o0 mesmo meio e para
meio com BA.

Em todos os ensaios, as concentragdes de PGR, em conjunto ou isolados, foram as
do meio de indugdo: 1,5 mg/L BA ¢ 0,5 mg/L TAA. As culturas foram sempre analisadas
ao fim de 4 semanas e os parametros usados para quantificar a resposta de inducao floral
foram o numero de explantes com inflorescéncias e a percentagem dos quatro tipos
morfologicos de inflorescéncias formados.

O mesmo processo de subcultura da por¢ao basal dos explantes foi utilizado para o
estudo do efeito na floragdo in vitro de outro PGR, o acido giberélico (GAj), nas
concentragdes de 0,5, 1 e 2 mg/L e também de sacarose (6, 9 e 12%).

Num ensaio seguinte, as inflorescéncias em estados precoces de desenvolvimento
foram transferidas para meio MS, de forma a tentar conseguir o seu desenvolvimento.
Assim, apos a inducdo in vitro da floragao e o aparecimento dos primeiros botdes florais,
estes foram isolados e subcultivados em meio MS sem hormonas e mantidos até as flores
completarem o desenvolvimento, fase em que se procedeu a observacdo e estudo da

morfologia dos 6rgaos florais: flores, frutos, 6vulos e anteras.

2.2.3.5.1. Estudos de pdlen

Para caracterizar o pélen foram feitas observacdes apos esmagamento das anteras
em carmim acético e através de observagdo por microscopia de fluorescéncia usando o
DAPI como fluorocromo. As observagdes de microscopia de fluorescéncia foram
realizadas num microscopio.

Para avaliacdo do potencial germinativo dos graos de polen das flores formadas in
vitro e das flores de plantas silvestres foram realizados ensaios de germinagao, tendo sido
previamente avaliada a viabilidade do pdlen. Para tal, colheram-se flores de plantas

formadas in vitro e de plantas silvestres, das quais se isolaram as anteras. As anteras foram
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deixadas durante cerca de 24 h a temperatura ambiente, em caixas de Petri forradas com
papel de aluminio, para abrirem e libertarem o podlen, o qual foi depois colocado a
germinar. Utilizou-se um meio de germinagdo base constituido por H3;BOs; (5mg/L),
CaCINO; (15mg/L) e KNO; (10mg/L) (Jahier et al., 1992), suplementado com sacarose. O
pH foi ajustado a 5,8 e adicionou-se agar (0,8%). Foram preparados 7 meios distintos com
6 concentracdes diferentes de sacarose (0, 3, 6, 9, 12 ¢ 18 %). Depois de autoclavados, os
meios foram distribuidos por caixas de Petri esterilizadas, numa camara de fluxo laminar.
O polen foi distribuido por 21 caixas de Petri, correspondentes aos 7 meios x 3
periodos de tempo, e decorridas 6, 12 e 24 h, foram retiradas aleatoriamente de cada caixa
de Petri cinco amostras de material de dimensdes semelhantes (0,25 cm?®). As culturas

foram periodicamente observadas a lupa para seguir a evolucao do polen.

2.2.3.5.2. Ensaios de polinizacao

Foram realizados testes de polinizagdo manual in vitro e em umbelas de plantas
silvestres.

Para isso, apds a antese, as flores in vitro foram manipuladas em condic¢des
assépticas, numa camara de fluxo laminar. Para a polinizagdo artificial procedemos ao
contato direto entre as flores no estddio 4, em que estavam abertas e com os estames
expostos, € as flores no estadio 2, com pétalas enroladas e verdes. Pela andlise anterior,
realizada nas diferentes fases florais, observamos que no poélen proveniente de flores do
estadio 2 se observavam os dois nucleos, germinativo e vegetativos (seccdo 3.2.1.6.4.).
Estas foram previamente excisadas e mantidas numa caixa de Petri (9 cm de didmetro)
esterilizada.

Nas plantas silvestres os pistilos foram isolados de flores abertas e cultivados em
caixas de Petri com agar a 1%. As anteras foram excisadas e mantidas numa caixa de Petri
(9 cm de diametro) esterilizada e o polen recolhido, apds a antese das anteras; as flores
abertas, foram sujeitas a polinizacdo manual, em condigdes assépticas, numa camara de
fluxo laminar. A polinizagdo foi concretizada em flores nas mesmas fases morfoldgicas

adotadas para a polinizagdo das flores produzidas in vitro.
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ApOs a polinizagdo manual e decorridos diferentes tempos - 0,5,1,2,4,8,15,20,24 h
— os pistilos das flores produzidas in vitro e das flores silvestres, foram fixados em alcool a

70 % e deixados em conservagao no frio até observagao.

Para observacdo da germinagdo do tubo polinico os pistilos previamente fixados
foram amolecidos numa solugdo 8N de hidroxido de sodio durante 1h. Apds lavagem
foram transferidos durante a noite para uma solugdo de azul de anilina 0,05% (p/v)
preparada em 0,1 N de fosfato de potassio. Os pistilos foram de seguida colocados numa
lamina de microscopio com uma gota de glicerina, colocando-se uma lamela por cima e
pressionando-se ligeiramente. As laminas foram observadas num microscopio Nikon
equipado com um sistema de epifluorescéncia, com filtro de excitacdo ultravioleta
(transmissdes de 330-380 nm) e um filtro de barreira de 420 nm, adotado da técnica
utilizada por Martin (1971) em Lycopersicon chilense. As imagens foram captadas com

uma maquina fotografica Nikon Digital Sight DS-U1 e o software Act-2U.

2.2.3.5.3. Estudos histolégicos e de SEM

Procedeu-se ao estudo da formagao das flores in vitro em diferentes fases de cultura
dos segmentos nodais. Para a realizagdo de estudos histoldgicos, explantes cultivados em
meio de inducdo floral durante 0, 4, 7, 11 ¢ 15 dias foram fixados, durante 1,5 h, a
temperatura ambiente, numa solucdo de glutaraldeido 2,5% (v/v) em tampao cacodilato de
sodio 0,1 M, pH 6,8, contendo umas gotas de solugdo de cloreto de calcio 0,01 M.

O material foi depois submetido a trés lavagens de 15 min cada, no mesmo tampao,
seguindo-se uma pos-fixagdo em tetroxido de osmio 1% (p/w) preparado no mesmo
tampao, durante 2 h, a temperatura ambiente.

Apods 3 lavagens de 15 min em 4agua destilada, as amostras foram desidratadas
numa série crescente de etanol (70, 80, 90, 95 ¢ 100 %; v/v) e de seguida impregnadas
usando trés misturas sucessivas de etanol 100 % e resina (Spurr, 1969), nas propor¢des 2:1,
1:1 e 1:2. As amostras permaneceram em cada mistura durante 2 horas e, por fim, em
resina pura por uma noite. Apds impregnacgao, os espécimes foram colocados em moldes

de borracha com a resina, tendo permanecido numa estufa a 60°C, durante 24 horas,de
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forma a polimerizar a resina. Nestes blocos foram realizados cortes semifinos (1-2 pum de
espessura), utilizando um ultramicrétomo LKB Ultrotome III equipado com facas de vidro.

Os cortes foram transferidos para uma gota de agua destilada sobre uma lamina de
vidro e deixados a secar durante cerca de 24 horas a 60°C. Os cortes foram corados com
uma solucdo de azul de toluidina (solu¢do aquosa de azul toluidina 1 %, azur I 1 % e
borato de sodio 1 % (Hall, 1978), durante 30 min, a temperatura ambiente e no escuro,
tendo depois sido lavados duas vezes com agua destilada e deixados a secar na estufa
(60°C), antes de se proceder a sua observagdo. As observagdes foram efetuadas num
microscopio Otico Nikon Eclipse E400, e as imagens captadas com uma maquina

fotografica Nikon Digital Sight DS-U1 e usando o software Act-2U.

Amostras de flores formadas in vitro apds 4 semanas de cultura no meio de inducao
(1,5 mg/L e 0,5mg/L TAA) foram também processadas para SEM. O procedimento adotado
para a analise por SEM foi o mesmo que descrito anteriormente até a desidratacdo em
etanol a 100 %. Em seguida as amostras foram secas a 40°C num aparelho de secagem pelo
método do ponto critico num aparelho CPD 020 (Balzers), no qual o etanol ¢ gradualmente
substituido por CO,. De seguida foram depositadas em porta-amostras, metalizadas e
observadas ao microscopio, como descrito em 2.1.2, tendo sido captadas as imagens com

interesse.

2.2.3.6. Analise estatistica

Para cada tratamento um minimo de 8 e um maximo de 25 explantes foram
utilizados e as experiéncias foram realizadas trés vezes. Para a andlise estatistica, os dados
quantitativos expressos em percentagem foram inicialmente submetidos a transformagao
arcosen e as médias sujeitas a uma nova conversao e erro padrao para percentagens (Zar,
1996). A andlise estatistica foi realizada por ANOVA (Statistica 7) e as médias

significativamente diferentes foram identificadas pelo teste de Tukey (P = 0,05).
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2.2.4. Distichoselinum tenuifolium

2.2.4.1. Proliferacao de meristemas

Apices caulinares das plantulas obtidas por germinagdo de sementes foram
cultivados em meio MS suplementado com 1 e 2 mg/L de BA e 3% de sacarose.

O niimero de rebentos formados a partir dos meristemas apicais foi registado apds 4
semanas de cultura e o explante inicial (parte basal do rebento formado in vitro - stump) foi
inoculado por mais 4 semanas, sob as mesmas condi¢des de cultura, e feito novo registo

desta segunda inoculagao.

2.2.4.2. Enraizamento

Os rebentos isolados (2,0-3,0 cm) formados nas condi¢des referidas foram
induzidos a formar raiz em meio MS ou no mesmo meio base (completo ou 2 da
concentragdo base) sem reguladores de crescimento.

O enraizamento foi avaliado apés um més e meio de cultura e as plantulas
enraizadas (comprimento da raiz de pelo menos 2 cm) foram retiradas dos tubos de ensaio,
separadas e transferidas para o fitotrdo, em vasos contendo uma mistura 1:1 de terra de
jardim e de areia, durante pelo menos 1,5 meses, antes de serem transferidas para

condi¢des de exterior, no Jardim Botanico.

2.2.4.3. Embriogénese somatica

Por¢des (5 mm) do primeiro par de folhas das plantulas resultantes da germinacao
in vitro das sementes (segmentos foliares) de D. tenuifolium foram utilizadas para a
inducdo de embriogénese somatica, tendo sido cultivadas no mesmo meio base contendo 1
ou 2 mg/L de 2,4-D.

Os resultados foram registados apds trés meses de cultura.

Para a conversdao de embrides em plantulas, os embrides isolados ou grupos de
embrides somaticos com pequenas porgdes de calos, foram transferidos para o meio base

MS ou 2 meio MS base, tendo sido avaliados apds 3 meses.
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Algumas porcdes de calos embriogénicos foram subdivididas e de novo cultivadas

em meios de indugdo com 2,4-D, para manuten¢do de calos com capacidade embriogénica.

2.24.4. Organogénese

Segmentos foliares (5 mm) foram cultivados em meio MS suplementado com 1 ou
2 mg/L de BA e 3% de sacarose e foi registado o niimero de rebentos caulinares

produzidos apos 6 semanas de cultura.

2.2.5. Angelica pachycarpa

2.2.5.1. Proliferacio de meristemas

Os apices caulinares das plantulas (5 mm) foram cultivados em meio MS
suplementado com 0,1, 1 e 2 mg/L M BA e 3% de sacarose. O meio base MS foi usado
como controlo.

O numero de rebentos formados a partir dos meristemas apicais foi registado apos 4
semanas de cultura e o explante inicial (parte basal do rebento formado in vitro - stump) foi
inoculado por mais 4 semanas, sob as mesmas condi¢des de cultura, e feito novo registo
desta segunda inoculagdo.

Novas repicagens nas mesmas condi¢des de cultura permitiram multiplicar o

numero de rebentos foliares, registados em fotografias e tabelas.

2.2.5.2. Enraizamento

Os rebentos isolados (2,0-3,0 cm) formados nas condi¢des referidas foram
induzidos a formar raiz em meio MS contendo 0,1 mg/L indole-3-butirico (IBA).

O enraizamento foi avaliado apés um més e meio de cultura. As plantulas
enraizadas (comprimento da raiz de pelo menos 2 cm) foram retiradas dos tubos de ensaio,
separadas e transferidas para o fitotrao, em vasos contendo uma mistura 1:1 de terra de
jardim e de areia, pelo menos durante 1,5 meses, antes de serem transferidas para

condi¢des de exterior, no Jardim Botanico.

Conservacdo in vitro e ex situ e valorizacdo de Endemismos Ibéricos das Apiaceae Portuguesas 57



Material e Métodos

2.2.5.3. Embriogénese somatica

Segmentos foliares e de raiz (0,5-1,0 cm de comprimento) foram cultivados no
meio base MS contendo 0,1 e 1 mg/L de 2,4-D.

Apos 2,5 meses de cultura em meio com 2,4 D, ocorreu formagao de calos e/ou de
embriogénese somadtica. Repicagens mensais para meio de indugcdo com 2,4-D, para
manutencao das culturas.

Para a conversdo de embrides em plantulas, os embrides somaticos ou grupos de
embrides somaticos com pequenas por¢des de calos, foram transferidos durante 2 meses
para o meio base MS ou 2 meio MS base, para prolongar a fase de crescimento dos
embrides e conversao em plantulas para posterior envasamento.

Algumas porgdes de calos embriogénicos foram subdivididas e de novo cultivadas
em meios de indu¢do com 2,4-D, para manuten¢do da capacidade embriogénica.

As plantulas enraizadas (comprimento da raiz de pelo menos 2 cm) foram retiradas
dos tubos de ensaio, separadas e transferidas para o fitotrdo, em vasos contendo uma
mistura 1:1 de terra de jardim e de areia, pelo menos durante 1,5 més, antes de serem
transferidas para condi¢des de exterior, no Jardim Botanico e para o habitat natural, a ilha

Berlenga.

2.2.6. Seseli montanum subsp. peixotoanum

2.2.6.1. Proliferacio de meristemas

Os 4pices caulinares das plantulas (5 mm) foram cultivados em meio MS
suplementado com 0,1, 1 ¢ 2 mg/L BA e 3% de sacarose. O meio base MS foi usado como
controlo.

O niimero de rebentos formados a partir dos meristemas apicais foi registado apds 4
semanas de cultura e o explante inicial (parte basal do rebento formado in vitro - stump) foi
inoculado por mais 4 semanas, sob as mesmas condi¢des de cultura, e feito novo registo

desta segunda inoculagao.
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2.2.6.2. Enraizamento

Os rebentos isolados (2,0-3,0 cm) formados nas condi¢des referidas foram
induzidos a formar raiz em meio MS ou no mesmo meio base (completo ou 2 da
concentragdo base) sem reguladores de crescimento.

Nas plantulas de Seseli o pH do meio de cultura foi ajustado para 6,2, valor acima
do habitual 5,8, em que ndo se verificou resposta consistente.

Nas plantulas enraizadas (comprimento da raiz de pelo menos 2 cm) o
enraizamento foi avaliado apds um més ou més e meio de cultura.

As plantulas com um comprimento de, pelo menos de 6 cm, foram retiradas dos
tubos de ensaio, separadas e aclimatizadas num fitotrdo, em vasos contendem uma mistura
1:1 de terra de jardim e de areia, durante, pelo menos um més e meio, antes de serem

transferidas para condi¢des de exterior, no Jardim Botanico.

2.2.6.3. Embriogénese somatica

Segmentos foliares (0,5-1,0 cm de comprimento) foram cultivados no mesmo meio
base contendo 0,1, 1 e 2 mg/L de 2,4-D. Decorridos 4 meses de cultura ocorreu a formagao
de calos, com repicagens mensais para o mesmo meio, tendo sido contabilizados no final
deste periodo de cultura.

Os calos nodulares foram repicados para meios com igual composi¢do de 2,4-D,
tendo-se verificado a producao desfasada de embrides somaticos, consoante a concentragao
de 2,4-D; a avaliacdo da indugao de embrides foi concretizada em todos os meios ao final
de 4 meses de cultura em 2,4-D.

Para a conversdo de embrides em plantulas, os embrides somaticos cotiledonares,
com pequenas porgdes de calos, foram transferidos para o meio base MS.

Algumas por¢des de calos embriogénicos foram subdivididas e de novo cultivadas
em meios com 2,4-D, para manutencao do potencial embriogénico dos calos.

Dada a diferente resposta in vitro das culturas em 2,4-D com diferentes
concentragdes, a quantificagdo do niimero de embrides e de plantulas foi feita apenas no

meio com 0,1 mg/L 2,4-D, seguindo as diferentes etapas, que se apresentam na Figura 6.
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4 meses 4 meses 3 meses 3 meses

m~ ~ — o I e 3
calo formagdo |___, | germinacao | —____, plantula

embrido embrido .
0,1 mg/L somatico somatico envasada

2,4-D MS

plantula
germinada

11 meses

13 meses

Figura 6: Etapas da micropropagacdo de Seseli montanum subsp. peixotoanum por embriogénese somatica

utilizando 0,1 mg/L de 2,4-D.

Assim, nas culturas com esta concentracao (0,1 mg/L) avaliou-se o nimero de calos
formados apds 4 meses. De seguida, decorridos 4 meses no mesmo meio, determinou-se o
numero de embrides formados. Repicados para meios MS para germinagdo dos embrides e
desenvolvimento em plantulas, contabilizou-se o nimero de plantulas formadas apds 3
meses.

As plantulas foram por fim deixadas nos tubos de ensaio, para prosseguir o
alongamento da raiz durante 8 a 15 dias, sendo depois lavadas e deixadas apenas com agua
destilada.

As plantulas com um comprimento de, pelo menos de 6 cm, foram retiradas dos
tubos de ensaio, separadas e aclimatizadas num fitotrdo, em vasos contendo uma mistura
1:1 de terra de jardim e de areia, durante, pelo menos més e meio, antes de serem

transferidas para condi¢des de exterior, no Jardim Botanico.
2.2.7. Eryngium duriaei
2.2.7.1. Proliferacio de meristemas
No caso de Eryngium duriaei, os éapices caulinares de plantulas com 30 dias,
formadas in vitro a partir da germinagdo de embrides zigdticos (ver sec¢do 2.1.5.4.), foram

inoculados em meio base MS suplementado com 0,2 mg/L. de BA para a multiplicagdao de

rebentos caulinares, o que ocorreu apods trés meses de cultura neste meio.
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A excepgdo de Eryngium foi ensaiada a organogénese nos taxa referidos, seguindo
o protocolo de indugdo descrito para Distichoselinum tenuifolim (2.2.4.4.), ndo se tendo

obtido resposta morfogenética em nenhum dos outros trés faxa.

2.2.8. Cultura ex situ

Plantas dos taxa Daucus, Angelica, Distichoselinum e Seseli obtidas in vitro foram
transferidas para aclimatizagdo na camara de cultura em vasos contendo uma mistura (1:1)
de terra de jardim e areia (v/v). Numa primeira fase permaneceram em camara climatizada
(fitotrao) com protecao de cobertura plastica, retirada apds uma semana. Apos 2 a 4 meses
nestas condicdes, foram transferidas para condi¢des de exterior, sendo instaladas nos
viveiros do Jardim Botanico ou na escola Médica do Jardim Botanico.

O ntmero de plantas formadas foi contabilizado aquando do envasamento, na
primeira fase de aclimatagao em estufa — fitotrao.

O numero de plantulas a transferir para condigdes de exterior foi depois avaliado
apos 2 a 4 meses de cultura, dependendo da época do ano em que as plantas estavam em

condigoes de aclimatagdo no exterior.

2.2.9. Cultura in situ

As plantas resultantes da micropropagac¢do de Daucus carota subsp. halophilus e de
Angelica pachycarpa foram transferidas para o habitat natural, cabo de S. Vicente e ilha
Berlenga, respetivamente.

Para avaliar a evolugdo do ciclo vegetativo e a produgdo de sementes, as plantas
foram monitorizadas decorridos 3 meses e um ano, respetivamente, apos a instalagdo in

situ, nos mesmos locais de colheita das sementes em habitat natural.
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2.3. EXTRACAO, CARACTERIZACAO E BIOATIVIDADE DOS OLEOS ESSENCIAIS

2.3.1. Material vegetal e isolamento dos 0leos essenciais

Foram estudados os o6leos essenciais dos taxa Daucus carota subsp. halophilus,

Distichoselinum tenuifolium, Seseli montanum subsp. peixotoanum, Eryngium duriaei e

Thapsia minor, em plantas recolhidas de acordo com os dados da Tabela 6.

Ap0s a colheita, o material vegetal foi seco ao ar e no escuro.

Os oOleos foram caracterizados em termos quimicos ¢ em termos de atividade

biologica, como serd descrito nas secgdes seguintes.

Tabela 6: Dados da colheita do material vegetal para estudo dos 6leos essenciais.

Taxa

Local de colheita

Tipo de material/época de
colheita

N° espécie voucher COI

Daucus carota subsp.
halophilus

Cabo de S. Vicente e
Arrifana.

Floragdo: amostra 1 e amostra 3 -
abril.
Frutificagdo: amostra 2 ¢ amostra

Cabo S. Vicente
COI00033066; Arrifana

4 - junho, CO0I100033067.
Daucus carota subs Nazaré, Praia do
. p: Norte e S. Pedro de Frutificagdo - julho. Ver anexo |
gummifer Moel
Daucus carota subsp. Pov~oa da Lomba e Frutificagdio - julho. Ver anexo I
carota Meds do Campo.
Dau.cus carota subsp. Cartuxa e Montemor- Frutificagio - julho. Ver anexo |
maximus o-Novo.
Floragdo: amostra 1-
Moncarapacho e amostra 3- Moncarapacho
Distichoselinum Moncarapacho (Faro) | Burgau - julho. P
tenuifolium e Burgau (Lagos) Frutificagdo: amostra 2- €0100005906; Burgau
' : COI00005905.

Moncarapacho e amostra 4-
Burgau - agosto.

peixotoanum

Seseli montanum subsp.

Tras-os-Montes,
Braganga (Samil) e
Alimonde.

Frutificagdo: amostra 1-
Samil e amostra 2- Alimonde -
setembro a novembro.

Alimonde- ACTavares
108 (COI); Samil-
ACTavares 109 (COI)

Parque Nacional
Gerés, Margaraca,

Parte aérea da planta, frutificada -

Litoral (Muceldo).

Eryngium duriaei Colcurinho, Serra da setembro a novembro. Veranexo 1
Estrela.
Douro Litoral Parte aérea da planta, frutificada -

Thapsia minor (Queimadela) e Beira | amostra 1 — Queimadela e Ver anexo |

amostra 2 Muceldo - julho.
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O material vegetal destinado a preparagdo de 6leos essenciais foi submetido a uma
secagem moderada, por acondicionamento em local arejado, a temperatura ambiente € ao
abrigo da luz, durante cinco a sete dias, até atingir teor de humidade entre 10 e 15%. Foi
cuidadosamente mondado a fim de eliminar matérias estranhas e, se justificavel, rejeitar

partes lenhosas ou separar sub-amostras de distintos 6rgdos da planta.

Os Oleos essenciais foram isolados por hidrodestilagdo durante 3h utilizando um
aparelho de tipo Clevenger, de acordo com o procedimento descrito na Farmacopeia
Europeia (Council of Europe, 1997). Os 6leos foram armazenados em frascos escurecidos,

a 4° C, para os ensaios ulteriores.

2.3.2. Observacio de estruturas secretoras

Para a observagao da anatomia das estruturas secretoras, segmentos do pedicelo de
flores de plantulas propagadas in vitro de Daucus carota subsp. halophilus foram fixados
numa solugdo aceto-alcool formalina (5:5:90 v/v), embebidos em parafina e as secgdes
(10-12 mm) foram coradas pelo método da safranina verde luz, descrito por Cruz et al.

(1990).

2.3.3. Analise dos 0leos essenciais

Os oleos essenciais foram analisados pela combinacao de técnicas de cromatografia
gas-liquido de alta resolugdo (CGL) e de cromatografia gas-liquido acoplada a
espectrometria de massa (CGL-EM).

A CGL analitica foi realizada num cromatografo Hewlett Packard 6890 (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA USA), equipado com um s6 injetor e amostrador automatico
e dois detetores de ionizacdo de chama (DIC). O sistema de injecdo foi adaptado para
injecdo simultdnea da amostra em duas colunas capilares, com fases estacionarias de
diferentes polaridades. Foram usadas colunas de polidimetilsiloxano com 30 m x 0,20 mm
e espessura de filme de 0,20 pum (Supelco SPB-1) e de polietilenoglicol com 30m x 0,20
mm e espessura de filme de 0,20 um (SupelcoWax 10). Toda a operagdo do sistema bem

como a aquisi¢do e processamento de dados foram realizados por via remota com HP GC
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ChemStation versao A.05.04. As condic¢des analiticas usadas foram: temperatura do forno
programada de 70 a 220°C, com incremento de 3°C.min”', seguido de 15 minutos em
condi¢des isotérmicas a 220°C; temperatura do injetor e detetores de 250°C; como fase
movel (gas transportador) foi usado hélio em fluxo de 30cm.s™'; inje¢do em modo split com
relacdo de reparti¢do do fluxo de 1:40.

Para as analises por CGL-EM foram usados cromatrégrafos Hewlett Packard 6890
ou Agilent associados a detetores seletivos de massa Hewlett Packard 5973 ou Agilent
5973N equipados, respetivamente, com coluna capilar de polidimetilsiloxano 30 m x 0,25
mm, espessura de filme 0,25 um (Hewlett Packard, HP1) e coluna capilar de
polietilenoglicol com 30 m x 0,25 mm e espessura de filme 0,25 pm (Agilent, DB-Wax), e
também operados por via remota por software Enhanced ChemSation, Hewlett Packard ou
Agilent. As condi¢des analiticas utilizadas foram: temperatura do forno programada de 70
a 220°C, com incrementos de 3°C.min"', seguidos de 15 minutos em condi¢des isotérmicas
a 220°C; temperatura do injetor 250°C; como fase movel foi usado hélio em fluxo de 30
cm.s™'; injegdo em modo split com relagio de reparti¢io do fluxo de 1:40; temperatura das
interfaces 250°C; temperatura das fontes de ionizagdo 230°C; energia de ionizagdo 70 eV;
corrente de ionizagdo 0,06 mA; varrimento de massas 35 - 350u.

A identificagdo dos constituintes dos 6leos essenciais resultou da analise combinada
de pares de indices de retencdo, calculados em fases estacionarias de polaridades distintas e
comparados com os de compostos de referéncia e da interpretagdo ou comparacdo de
espectros de massa.

Os indices de retencao foram calculados por interpolagdo linear relativamente aos
tempos de retengdo de n-alcanos (série homologa) nas colunas SPB-1 e SPB-Wax.

Para o calculo e processamento de toda a informagao relativa a indices de retencao
foram utilizadas as rotinas informaticas RetChron 3.15 (Cavaleiro, 2001). O
processamento fundamenta-se na defini¢do de todas as combinagdes de emparelhamento
entre os indices de reten¢do dos picos cromatograficos resolvidos na coluna apolar e os
indices de retencdo dos picos cromatograficos resolvidos na coluna polar, com subsequente
verificagdo de cada par por pesquisa automatica numa base de indices de retengdo de
compostos de referéncia, determinados nas mesmas condi¢des experimentais. Do

processamento resulta a sinalizagdo dos pares de indices de retencdo compativeis com o0s
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dos compostos integrados na base de dados que, hipoteticamente, podera indicar a
respetiva presenca na amostra em analise.

De forma similar, usando as rotinas HP GC ChemStation versao A.05.04, os
espectros de massa adquiridos em CGL-EM foram confrontados com os espectros de
referéncia incluidos na base de espectros do laboratério de Farmacognosia da Faculdade de
Farmacia de Coimbra e nas bases Wiley275/NIST. Sempre que necessario foram usadas
outras fontes de informacdo da literatura cientifica e atlas de espectros (Adams, 1995;
Joulain et al., 1998).

As indicacdes de identidade resultantes da analise espectral foram integradas com
as hipoteses de identidades determinadas pelos indices de retengdo cromatografica.

De acordo com esta metodologia a identificacio de cada composto resultou da
conjun¢do das informagdes especificas de comportamento de reten¢do cromatografica
sobre duas colunas com fases estacionarias de polaridade distinta e de padrio de
fragmentacao por impacto eletrénico a 70 eV revelado no espectro de massa.

A quantificacdo de cada composto foi determinada com base nas areas dos picos
cromatograficos obtidos por CGL com detetores de ionizacdo de chama. Face aos objetivos
do nosso trabalho foi determinada a concentragdo relativa, pelo método da normalizagao
sem qualquer correcdo de resposta dos detetores de ionizacdo de chama. Sempre que
possivel a quantificagdo foi efetuada a partir dos cromatogramas obtidos com fase
estacionaria de polidimetilsiloxano. Para os compostos que coeluem nessa fase estacionaria
a quantificagdo foi efetuada a partir dos cromatogramas obtidos com fase estacionaria de

polietilenoglicol.

2.3.4. Atividade antifingica

A atividade antifngica dos o6leos essenciais e de alguns dos seus compostos
principais foi avaliada pelo método das macrodilui¢des contra diferentes estirpes de fungos
(de colecdo e clinicas) responsaveis por candidiases, infecdes respiratorias e dérmicas, de
acordo com os protocolos da CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) M27-A3
(CLSI, 2008a), M27-S3 (CLSI, 2008b) e M38-A2 (CLSI, 2008¢) para leveduras e fungos

filamentosos, respetivamente.
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Foram determinadas a concentragdo minima inibitoria (CMI) e a concentragao
minima letal (CML), sendo estas as concentracdes minimas de 6leo essencial que inibem o
crescimento dos fungos ou lhes sdo letais, respetivamente.

As estirpes utilizadas foram as seguintes:

- 6 estirpes de leveduras (Candida albicans, C. tropicalis, C. krusei, C.
guillermondii, C. parapsilosis, Crytococcus neoformans)

- 5 estirpes de dermatofitos (Epidermophyton floccosum, Trichophyton rubrum, T.
mentagrophytes, Microsporum canis, M. gypseum)

- 3 estirpes de Aspergillus (A. niger, A. fumigatus, A. flavus).

As diversas diluicdes de cada 6leo essencial, ou dos seus compostos principais,
foram preparadas em DMSO (dimetil sulféxido), de modo a obter concentracdes finais de
0,08 a 20uL/mL. A concentracao final de DMSO nunca excedeu 2 %. Culturas recentes de
cada estirpe foram utilizadas para preparar a suspensio celular ajustada para 1-2 x 10°
células/mL para leveduras e 1-2 x 10* células/mL para fungos filamentosos. A
concentragdo de células foi confirmada pela contagem de vidveis em meio Sabouraud
(Sabouraud Dextrose Agar). Os tubos de ensaio foram incubados aerobicamente a 35°C
por 48 h/72 h (Candida spp. e Aspergillus spp./Cryptococcus neoformans) ¢ a 30°C por 7
dias (dermatofitos). Terminado o tempo de incubagao procedeu-se a leitura da CMI.

Para avaliar a CML, plaquearam-se em meio Sabouraud 20 pL de cada tubo em que
ndo se registou crescimento (apds a leitura da CMI). Foram depois incubadas por 48 h a
35°C (Candida spp. e Aspergillus spp.), 72 h para Cryptococcus neoformans ¢ 7 dias a
30°C (dermatoéfitos). Além disso, dois antifiingicos de referéncia, anfotericina B (Fluka) e
fluconazol (Pfizer) foram utilizados para controlar a sensibilidade dos microrganismos
testados. Todos os testes foram realizados em meio RPMI. Para cada estirpe testada, as
condicoes de crescimento ¢ a esterilidade do meio foram testadas com tubos de controlo. A
inocuidade do DMSO também foi verificada na maior concentragdao testada. Todas as

experiéncias foram realizadas em triplicado e repetidas se os resultados diferiam.
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3.1. TAXONOMIA, FENOLOGIA E DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DOS ENDEMISMOS IBERICOS

DAS APIACEAE PORTUGUESAS

3.1.1. Descric¢des, caracterizacio e localizacao de habitats

A Tabela 1 (sec¢do de material e métodos) apresenta a listagem dos 14 taxa
endémicos de Apiaceae ibéricas com ocorréncia em Portugal Continental, dos quais foi
possivel identificar, localizar e recolher sementes e/ou plantas de 13 (Fig. 7). A espécie
Bunium macuca subsp. macuca nao foi localizada, apesar de muitas saidas de campo terem
sido realizadas na regido de Setibal e na Serra da Arrabida, locais indicados na literatura
como aqueles onde este faxon tinha sido referida (Tabela 7).

Com base na documentagdo consultada, apenas Angelica pachycarpa é considerada
uma espécie rara e prioritaria para conservacao (Queiroga et al., 2008), restrita a ilha
Berlenga, pelo que o taxon foi incluido no grupo 1.

Como resultado das consultas de Floras, do estudo de exemplares de herbario e das
analises de campo, apresenta-se uma descri¢cdo resumida dos taxa e respetivos habitats.
Muitos dados baseiam-se, particularmente, na Flora Ibérica (Castroviejo et al., 2003) e
correspondem aos carateres morfologicos fundamentais para a identificacao dos taxa.

De acordo com a Flora Ibérica, estd indicada em numeracdo romana a época
(meses) de frutificagdo dos faxa. As provincias referentes a localizagdo dos faxa estdo
indicadas pelas siglas correspondentes (ver abreviaturas); as provincias onde foram
colhidos os taxa estdo indicadas a negrito.

Os espécimes de herbario do material herborizado estdo depositados no Herbario

COI e discriminados no anexo L.
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Figura 7: Endemismos ibéricos das Apiaceae portuguesas. a) Ferulago capillaris (Link ex Spreng.) Cout.
(leito seco do Rio Homem-Serra do Gerés-Mi); b) Conopodium majus (Gouan) Loret subsp. marizianum
(Samp.) Lopez-Udias & Mateo (Montemuro-DL) A.C. Tavares, 46 (COl); c¢) Laserpitium eliasii subsp.
thalictrifolium (Samp.) P. Monts. (leito seco do Rio Homem-Serra do Gerés-Mi); d) Seseli montanum L.
subsp. peixotoanum (Samp.) M. Lainz (Samil, Braganga-TM); e) Thapsia minor Hoffmanns. & Link.
Queimadela (DL); f) Eryngium duriaei J. Gay ex Boiss. subsp. duriaei (Cantaro Raso, Serra da Estrela-BA);
g) Angelica major Lag., (Senhora da Pedra, Serra da Estrela-BA); h) Angelica pachycarpa Lange. (Ilha
Berlenga-E); i) Ferula communis subsp. catalaunica (Pau ex C. Vicioso) (Obidos-BL); j) Conopodium
subcarneum (Boiss. & Reut.) Boiss. (Aldeia da Pena, S. Pedro do Sul, Serra da Arada-BA); 1) Daucus carota
subsp. halophilus (Brot.) A. Pujadas (Cabo S. Vicente-Ag); m) Eryngium galioides Lam. (Nave do Bardo,
Loulé-Ag); n) Distichoselinum tenuifolium (Lag.) Garcia Martin & Silvestre. (Moncarapacho, Olhdo-Ag).
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Tabela 7: Locais onde foram detetados e recolhidos os diferentes taxa.

Resultados

Critérios de N°de
Taxa Provincias prioridade de Localidades saidas de
conservacio* campo
. .. Ag AAI BA BAI ~

1. Eryngium galioides BB (TM). Grupo 3 Nave do Bardo 1
2.1. Eryngium duriaei subsp. duriaei BA BL Mi TM. Grupo 2 Serra da Estrela 2
Serra da Freita 1

2.2. Eryngmm duriaei subsp. Mi BL DL. Grupo 2 Ag(ir 4
Juresianum Geré€s 2
Mata da Margaraga 1

Cabo S. Vicente 10
Arrifana 5
. Costa SW, Ag BAI Cabo Sardao 5

3. Daucus carota subsp. halophilus E Grupo 1 Cabo Carvoeiro 4
Cabo da Roca 3
Cabo Espichel 3

4. Bunium macuca subsp. macuca AAL Grupo 1 Nao encontrada 12

Serra da Arada
5. Conopodium subcarneum BA (B]?&BL(E) Grupo 2 Serra da Nogueira, }
’ Braganca
Tabuago 1
. . AAl Ag BA BAI .

6. C.OI?Opodzum majus subsp. BB BL DL E Mi Grupo 3 Serra da Iirelta 1
marizianum (R) T™M Lousa 2
’ Montemuro 2
7. Seselz montanum subsp. T™. Grupo 1 Ahmopde 5
peixotoanum Samil 5
8. Angelica major BA BB Mi TM. Grupo 2 Serra da Estrela 4
9. Angelica pachycarpa Berlenga Islands-E. Grupo 1 Berlenga 4
Guarda 2
10. Ferula communis subsp. AAl Ag BA BAI Gruno 3 Evora 2
catalaunica BB BL ER TM. up Loulé 1
Obidos 2
Celorico da Beira 1
11. Ferulago capillaris BA Mi TM. Grupo 2 Guarda 3
Gerés 2
Moncarapacho 7
12. Distichoselinum tenuifolium Ag. Grupo 1 Espargal 1
Burgau 2
13. Laserpitium eliasii subsp. . Gerés 3
thalictrifolium MiTM (BA). Grupo 2 Braganga 1
AAl Ag BA BAI Muceldo 1
14. Thapsia minor BB BL DL E Mi Grupo 3 Queimadela 3
™. Piodao, Agor 1

TOTAL 36 121

*Prioridade de conservagdo: grupo 1 - presente apenas numa provincia portuguesa ou exclusivamente em Portugal; grupo

2 - presente em 2 a 4 provincias portuguesas; grupo 3 - presente em 5 ou mais provincias portuguesas.
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1. Eryngium galioides Lam.

Erva anual, raramente bienal, com 2-30 cm de altura, procumbente. Folha basal 2-8
x 0,2-1 cm, oblongo-lanceolada a linear-lanceolada, dentada a inciso-serrilhada. Capitulos
sésseis, 0,5-1 cm de diametro, subglobosa. Fruto elipsodide.

Lugares pantanosos ou sazonalmente encharcados, com frequéncia em substrato

arenoso, limoso; 0-900 m. VI-IX. AAL Ag BA BAlI BB (TM).

2. Eryngium duriaei J. Gay ex Boiss.

Erva perene, (20-)30-150(-180) cm de altura, ereta. Folhas coredceas a
membrandceas, as basais 8-25(-45) x 2-5(-7) cm, linear-lanceoladas, oblongo-obovadas a
espatuladas, com a margem denticulada-espinolosas a pinatifido-espinescentes. Capitulos
pedunculados (pedunculo 3-5 cm de comprimento), o terminal com 3-8(-10) x 1,5-3 cm,
cilindrico-elipsoides a elipsoide. Frutos 3-4 x 2,5-3 mm.

Cascalheiras e pedregais siliciosos, clareiras de matagais (ou matas), menos
frequentemente em carvalhais abertos. 30-1.700 m. VII-IX. BA BL Mi TM; também
localizado em DL.

As diferentes populagdes estudadas deste faxon apresentam variagdes morfologicas,
principalmente nas folhas basais, como ilustram as Figuras 11a e 11b, apresentadas na
seccdo 3.1.3.2.1. Assim, duas subespécies sdo consideradas e podem ser distinguidas com a

ajuda da seguinte chave, elaborada para o efeito:

1. Erva até 60(-80) cm de altura; capitulos até 3(-3,5) cm de comprimento, cilindrico-
elipsodide a elipsoide; bracteas até 3,5 cm de comprimento, fortemente cuspidatas;
folhas coreaceas, as basais pecioladas, linear-lanceoladas a oblongo-obovadas,
pinatifido-dentadas; as caulinares sésseis a ligeiramente pecioladas.......subsp. duriaei.
Erva até¢ 100(-180) cm de altura; capitulos até 8(-10) cm de comprimento, oblongo-
cilindricos a cilindrico-elipsoides; bracteas até 2,5 cm de comprimento, suavemente
cuspidatas; folhas membrandceas, as basais quase sésseis, espatuladas, denticuladas

para inciso-dentadas; as caulinares amplexicaules...................... subsp. juresianum.

Eryngium duriaei J. Gay ex Boiss. subsp. duriaei

Fissuras de rochas graniticas, em encostas. 1.700 m. VII-IX. BA.
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Eryngium duriaei J. Gay ex Boiss. subsp. juresianum (M. Lainz) M. Lainz
Bordas de florestas de carvalhos e encostas humidas, principalmente em xisto. 700-

1.000 m. VII-X. BLMi TM. Também localizado em DL (ver tabela da localiza¢do dos

taxa).

3. Daucus carota L.

Erva bienal ou perene, (3 -)10-170(-200) cm de altura, glabra, procumbente hispida.
Folhas basais (1)2-4(-5) penatissetas, a raramente divididas. Umbela concava, plana ou
convexa, com um numero variavel de raios, pedunculada, raramente subséssil. Flor central
estéril e purptirea presente ou ausente. Pétalas 0,5-3,5 mm, cordiformes a ovadas, brancas,
raramente branco-amareladas, por vezes tingidas de purpura, brancas ou amarelas em seco.
Frutos (1,5)2-4 mm de comprimento, elipsdide a subgloboso, com os espinhos sobre as
cristas secundarias mais largos ou mais curtos do que a largura do mericarpo.

Prados, florestas abertas, penhascos rochosos e costa, praias de areia e zonas
ruderais; 0-1.800 m. III-IX. Todas as provincias.

Espécie extremamente polimorfica dividida em varias subespécies, das quais cinco
sao reconhecidas em Portugal: subsp. carota; subsp. gummifer; subsp. halophilus; subsp.
maximus e subsp. sativus, sendo esta ultima cultivada - a cenoura.

Podem ser identificadas pela seguinte chave resumo dos carateres essenciais e

adaptada com base na Flora Ibérica:

1. Ultimos segmentos das bracteas sublineares, os raios da umbela arqueado-
convergentes na floragdo; cristas secundarias do mericarpo com espinhos finos, pouco
dilatados NA DASE. ... ..uettt et 2
Ultimos segmentos das bracteas ovados, lanceolados a linear-lanceolados; raios e
umbelas arqueadas na altura da floracdo e ndo convergentes; cristas secundarias do
mericarpo com espinhos grossos € dilatados na base..........ccccceeievieniiieniiniiienieee 4
2. Plantas cultivadas, com uma raiz principal carnuda, geralmente laranja ou amarela
para purpura, raramente esbranquicada..............c.ooiiiiiiiiiiii i, subsp. sativus.

Plantas selvagens, com uma raiz principal cilindrica, fibrosa, esbranquicada............. 3
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3. Umbelas na antese com (1,5) 3-7 (-11) cm de diametro; bracteas 7-9, quase tao
longas quanto os raios daumbela................coooiiiiii i subsp. carota.
Umbelas na antese com 12-23 cm de diametro; bracteas 10-13, mais curtas do que os
raios daumbela....... ... subsp. maximus.
4. Segmentos das bracteas linear-lanceolados a linear, ligeiramente mucronados;
cristas secundarias do mericarpo com espinhos antorsos, grossos ou
PALENLES. ..o subsp. gummifer.
Segmentos das bracteas ovadas a ovado-elipticas, pouco mucronados; -cristas

secundarias do mericarpo com espinhos patentes.............cccceeevrenneens subsp. halophilus.

Daucus carota L. subsp. carota

Prados, florestas abertas. 0-1.800 m. IV-X. Todas as provincias.

Daucus carota L. subsp. gummifer (Syme) Hook.f. & G. Martens
Rochosos e penhascos da costa, solo arenoso. 0-50 m. IV-IX. (BA) BL DL E.

Daucus carota subsp. halophilus (Brot.) A. Pujadas
Rochas e falésias costeiras, praias e dunas fosseis. 10-50 m. [IV-VI. Ag BAI E.
Daucus carota L. subsp. maximus (Desf.) Ball

Florestas abertas. 0-1.400 m. IV-VIII. AAL Ag (BA).

Daucus carota L. subsp. sativus (Hoffm.) Schiibl. & G. Martens
Cultivada. 0-1.500 m. IV-VI.

4. Bunium macuca Boiss. subsp. macuca

Erva perene. Caule 5-35 cm de altura, fino, ramificado, com ramos em angulo
agudo. Folhas basais longas-pecioladas, deltoides, 2-3-penatissetas, segmentos lineares
espatulados. Umbelas (1)2-6 cm de didmetro, com 5-8(10) raios. Pétalas 0,8-1 mm,
brancas ou ligeiramente rosadas. Frutos 2-3 mm comprimento.

Orlas da floresta e terrenos rochosos ou pedregosos. 500-1.700 m. V-VIII.

Conforme referido, as tentativas para encontrar este taxon, tanto em Setibal, como

noutras regioes da Estremadura e do Alto Alentejo foram infrutiferas.
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5. Conopodium subcarneum (Boiss. & Reut.) Boiss.

Erva perene, (10-) 20-60 cm (-75) de altura, provida de tubérculo subterraneo.
Folhas basais pecioladas, 3-penatissetas, segmentos pinados, mucronadas, glabras. Pétalas
1-1,5 mm, geralmente marginalizadas ou ndo, brancas, rosadas. Frutos 2,8-4 de mm de
comprimento.

Bosques, pastos, lugares rochosos e arenosos; 200-1.700 m.V-IX. BA (BB) BL (E)
TM.

6. Conopodium majus (Gouan) Loret subsp. marizianum (Samp.) Lopez-Udias
& Mateo

Erva perene, 15-60 cm de altura, com um tubérculo subgloboso, 1,3-2,5 cm de
diametro. Folhas basais longas-pecioladas, 2(-3) penatissetas, segmentos 3-6 lobulados,
ovados a suborbicular. Umbelas 4-7 c¢cm de diametro, com 6-14 raios, 2-4,5 cm de
comprimento. Pétalas brancas, por vezes rosadas na antese. Pedunculos 1,5-6 cm de
comprimento, glabros. Frutos 3-5 mm de comprimento.

Bosques, lugares rochosos e arenosos, geralmente graniticos; 200-1.700 m. IV-VIIIL.

AAL, Ag BA BAI BB BL E Mi (R) TM.

7. Seseli montanum L. subsp. peixotoanum (Samp.) M. Lainz

Erva perene, com um caule + vertical, (10-)35-70(-80) cm de altura, ereto. Folhas
basais pecioladas, 1,8-12 x 0,8-3 cm, 2-penatissetas, segmentos lineares, glabras ou
papilosas; folhas caulinares progressivamente mais curtas ¢ menos divididas. Umbelas
terminais com raios 5-9, 3-10 mm de comprimento; raios das umbelas secunddrias 0,5-1 (-
1,5) mm de comprimento. Pétalas 1-1,4 mm, inteiras, geralmente brancas ou ligeiramente
tingida de parpura. Frutos 1,8-3,5(4,5) x 1,1-1,5 mm.

Bosques, solos ultrabasicos; 750 m. VIII-X. TM.

8. Angelica major Lag.

Erva, bienal, raramente perene, com 40-120 cm de altura. Folhas 20-55 x 30-75 cm,
de um verde mate, mais claro na parte inferior; as basais sempre 3-penatissetas, ovadas,
lobos laterais, sésseis, dentados ou crenato-mucronados. Pétalas brancas a amareladas.

Frutos 4-9 x 5,5-6,5 milimetros.
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Bosques, ladeiras pedregosas, mais ou menos recobertas por urzes; silicola. 650-

1.700 m. VI-IX. BA BB Mi TM.

9. Angelica pachycarpa Lange

Erva perene, robusta, at¢ 100 cm de altura. Folhas 18-45 x 18-45 cm, as basaias
sempre 3-penatissetas, de um verde-claro, lustroso, subcarnosas, glabras. Umbelas
robustas, de pedunculo curto, com 15-25 raios. Pétalas amareladas ou de um amarelo-
esverdeado. Frutos 4,5-11 x 3,5-9 mm.

Alcantilados frente ao mar, sempre em zonas sob influéncia maritima; 0-50(90) m.

V-VIL.E.

10. Ferula communis L. subsp. catalaunica (Pau ex Vicioso) Sanchez-Cuxart &
Berna

Erva, robusta perene, até¢ (100)160-250 cm (330) de altura. Folhas 3-4(6)
penatissetas, as basais até 100 cm, glabras; as caulinares progressivamente de menor
tamanho., sempre lineares. Umbelas sésseis ou com um pedinculo curto, 5-35 mm de
comprimento, com (6)12-26(50) raios, (13)22-45(120) mm de comprimento. Frutos
fortemente comprimidos dorsalmente, obovados a elipticos.

Bosques, pastagens, ao longo das estradas, por vezes em zonas cultivadas; 0-1.600

m. V-VII. AAL Ag BABIBBBE R TM.

11. Ferulago capillaris (Link ex Spreng.) Cout.

Erva perene, até¢ 60-160 cm de altura, ereta. Folhas basais até 60 x 35 cm, 4-6-
penatissetas, segmentos lineares ou linear-lanceolados, mucronados; folhas superiores 2-4
penatissetas, gradualmente reduzidas a bainha. Umbelas terminais de cada ramo com flores
hermafroditas, as laterais, quando presentes, com flores unissexuadas; umbela principal
robusta, pedunculada. Pétalas amarelas. Fruto 19/10 x 5-9,5 mm.

Bosques degradados; silicola. (200)900-1.400 m. VII-IX.BA Mi TM.
12. Distichoselinum tenuifolium (Lag.) Garcia-Martin & Silvestre

Erva perene, totalmente glabra, at¢ 130 cm de altura. Folhas basais disticas até 55

cm de comprimento, (4)5-penatissetas, ovaladas, espessas; lobos linear a linear-
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lanceolados, mucronados. Folhas caulinares muito reduzidas, 3 penatissetas, as superiores
reduzidas a bainha. Pétalas inteiras, inflexas, amarelas. Frutos 8-18x 2-4 mm (sem asas).

Bosques degradados, encostas rochosas, em calcarios; 0-1.300 m. V-VIIIL. Ag.

13. Laserpitium eliasii Sennen & Pau subsp. thalictrifolium (Samp.) P. Mont

Erva, robusta, perene, 70-130 cm altura. Caules grossos e estriados. Folhas 40-80
cm, as basais de menor tamanho 3(-4) penatissetas, com divisdo terminal de tltima ordem
trilobada - quase trifoliada, de l6bulo central cuneado; as calinares abundantes. Umbela
principal com 12-20(-30) raios, (3-)4-6(-9) cm de comprimento. Pétalas brancas,
frequentemente com manchas rosadas. Frutos (6-)7-8(-11) mm de comprimento.

Orlas de florestas de carvalhos, solos siliciosos; (400) 600-1.100(-1.500) m.VI-IX
(BA) Mi TM.

14. Thapsia minor Hoffmanns. & Link

Erva perene, de 33-93 cm. Caules delgados, de 1,5-5,5(8) mm de didmetro na base.
Folhas basais com bainha de 4-11(18) mm de largura, pouco desenvolvida, limbo 8-16 x 7-
15 cm, de contorno triangular, as vexes deltoide, (2)3-pinatisseto. Umbelas com 4-10 (12)
raios, 4-9 cm de comprimento, sub-iguais ou desiguais. Pétalas obovadas, amarelas. Frutos
9-12 x 6-10 mm, elipticos; asas de (1,5)3-4 mm de largura, amareladas.

Pinhal, carvalhais, geralmente em solos acidos; 200-1.300 m. IV-VII. AAL Ag BA
BAI BB BL DL E Mi TM.

3.1.2. Conservac¢ao de sementes ex situ

A conservacao ex situ de sementes foi realizada no banco de sementes do Jardim
Botanico de Coimbra para 11 destes 13 taxa. O respetivo nimero de codigo no /ndex
Seminum do JBUC ¢ apresentado na Tabela 8, estando as sementes disponiveis para fins
cientificos on-line, no website do Jardim Botanico da Universidade de Coimbra (http://

www.uc.pt/jardimbotanico).
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Tabela 8: Sementes dos endemismos ibéricos das Apiaceae portuguesas e respetivos numeros do Index

Seminum COIL.

Ano de inclusdo no banco de sementes (*novos Numero de cédigo do
Taxa . .
taxa para o Index Seminum) Index Seminum
1. Eryngium galioides Nao incluida. -
2. Eryngium duriaei Antes e depois de 2005. 1882 PTOCOI
3. Daucus carota subsp. 2005" 1754 PTOCOI

halophilus

4. Bunium macuca subsp. Nao localizada em Portugal. -

macuca
5. Conopodium subcarneum Nao incluida. -

6. Conopodium majus subsp. Antes e depois de 2005. 1266 PTOCOI
marizianum

7. Seseli montanum subsp. 2008* 2100 PTOCOI
peixotoanum

8. Angelica major Antes e depois de 2005. 1252 PTOCOI
9. Angelica pachycarpa 2006* 2059 PTOCOI
10. Ferula communis subsp. Antes e depois de 2005. 1277 PTOCOI
catalaunica

11. Ferulago capillaris Antes e depois de 2005. 1756 PTOCOI
12. Distichoselinum tenuifolium 2006* 2081 PTOCOI
13. L.as.erpz:tium eliasii subsp. 2010% 2121 PTOCOI
thalictrifolium

14. Thapsia minor 2009* 2104 PTOCOI

Para aumentar as possibilidades de conservagdo ex situ, amostras de sementes de
alguns taxa foram enviados para o Jardim Botanico da Universidade de Lisboa e todos os
taxa foram enviadas para o Banco Portugués de Germoplasma (Braga) e para o Millenium

Seed Bank (Londres, UK).

3.1.3. Analise de carateres taxonémicos
Dada a grande complexidade da taxonomia da familia das Apiaceae foi necessario
realizar algumas andlises que permitiram uma melhor caracterizagdo de alguns taxa, em

particular nas espécies Daucus carota L. e Eryngium duriaei L.
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3.1.3.1. Avaliacio morfoldgica e do teor em DNA das subespécies de Daucus

carota L.

3.1.3.1.1. Morfologia

A Figura 8 mostra o aspeto geral dos frutos das diferentes subespécies.

Figura 8: Aspetos dos frutos das diferentes subespécies de Daucus carota. a) Daucus carota subsp.
halophilus; b) Daucus carota subsp. carota; ¢) Daucus carota subsp. maximus; d) Daucus carota subsp.

gummifer. Escala: quadricula do papel de fundo das fotografias = 1 mm.

A andlise morfométrica dos frutos de D. carota permitiu separar a subsp. maximus
das outras 3 subspécies com base no nimero de espinhos, uma vez que apresenta um
nimero de espinhos nas costas secundarias do fruto significativamente menor (sete), em
comparacgdo com as outras trés subespécies (P <0,05). Diferengas significativas entre esta
subespécie e as restantes foram também detetadas ao nivel do comprimento do espinho
(maior que o das outras trés subespécies) e na morfologia dos apices (sempre estrelados)

do espinho (Tabela 9).
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Tabela 9: Analise morfométrica dos frutos das subespécies de Daucus carota nativas em Portugal.

Morfologia dos dpices dos espinhos

Comprime L Largura das Comprime Largura N° de
Taxon nto do nM.M.”MM costas nto do do espinho espinhos
fruto secundarias espinho na base nas costas
Estrelado JM_MM.. -wwﬂ_.”,n Simples
D. carota subsp. 25+ b b b b a 0,0 £ 25,1 114+
+ + + + + + 9
carota ouwwv 1,5+ 0,10 0,4 +£0,08 0,9 £0,22 0,2 +£0,04 11+£1,5 63,6 = 25,2% 0.0% 24.2% 14.7%
D. carota subsp. b 2 ab b b a 8,3+ 354+ 14,2 £
. + + + +0,. + + + y
qummifer 2,3+£0,26 1,8 £0,20 0,4+£0,15 0,8 £0,.21 0,2 £0,04 11£1,0 42,1 +£31,9% 10,0% 23.1% 18.6%
D. carota subsp. a a a b a a 3,8+ 21,2 + 152+
+ + + + + + + 9
halophilus 3,1£0,57 1,8 £0,.22 0,5+0,10 0,9+0,23 0,3 +0,06 11+ 1,6 59,8 +30,0% 6.1% 18.2% 19.0%
+ +
D. carota subsp. maximus | 2,8+ 0,22*° | 1,7£0,08%° [ 0,4+£0,12® | 2,1£036* | 03+0,02* [ 7£0,5" |[100,0=+0,0% w“wc\ WUMQ 0,0 £ 0,0%
,U7% ,U7%
Statistical test F=6,10,P=|F=562,P=| F=5,13,P= F=32,07,P | F=1031,P [F=8,5],P< ) . ) .
0,002 0,004 0,003 < 0,001 < 0,001 0,001

Em cada coluna os valores assinalados por letras diferentes correspondem a valores estatisticamente diferentes.
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Assim, com base nas caracteristicas dos espinhos, foi elaborada uma chave, em que
apenas a subsp. maximus pode ser separada das outras trés subespécies:

1. Espinhos estrelados, comprimento > 1,50 milimetros.........D. carota subsp.
maximus

2. Espinhos estrelados, com duas pontas, pontiagudos ou simples, comprimento
<1,50 MM OU QUSENLE. ....eeintttteitee ettt e e e eaee e aeeeeaaans D. carota subsp.

carota, D. carota subsp. gummifer, D. carota subsp. halophilus

No que respeita as restantes trés subespécies, foi observado um continuum entre as
variaveis estudadas (Figura 9). Na verdade, a maioria dos espécimes avaliados

apresentavam muitas variacoes dentro de cada planta e de cada populacao.
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Figura 9: Analise de componentes principais (PCA) dos frutos das subespécies de Daucus carota nativas em

Portugal.

A avaliagdo por observagdes ¢ medigdes ao microscopio otico dos espinhos dos
frutos, revelou que espinhos dos frutos com apice simples, estrelado ou bifurcado,
observados em detalhe em microscopia SEM (Fig. 10), podem ser vistos em populacdes de

localidades muito diferentes.
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SARm Sapm

Figura 10: Detalhes dos espinhos dos aquénios. a) Daucus carota subsp. carota. b) D. carota subsp.
gummifer. ¢) D. carota subsp. halophilus. d) D. carota subsp. maximus. si - espinho simple, os — espinho

unifurcado, ss — espinho estrelado; s — espinho bifurcado.

3.1.3.1.2. Avaliacao do teor em DNA

O resultado do estudo das treze populagdes de Daucus carota para a analise do teor
em DNA esta representado na Tabela 10.

O contetido de DNA nuclear das 4 subespécies de Daucus carota foi estimado
utilizando citometria de fluxo. De um modo geral, foi dificil obter histogramas de nucleos
com pico G1 inferior a 3% (valor médio CV foi de 5,62%). Apesar disso, a variagdo do
tamanho do genoma entre individuos da mesma populacao foi baixa (valores de CV de
tamanho de genoma foram sempre inferiores a 3%). Diferengas significativas no tamanho
do genoma foram detetadas entre as subespécies maximus, halophilus e gummifer, com a
subespécie maximus a apresentar a maior quantidade de DNA (2C = 1,26 £ 0,04 pg) ¢ a

subespécie halophilus o menor valor, com 2C = 1,21 + 0,04 pg (Tabela 10).
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Tabela 10: Estimativa do conteido de DNA nuclear das subespécies de Daucus carota.

Contetido em DNA nuclear No
Taxon No. pop. . d-
Média + SD Mn. Max. 1Cx (Mbp) Ind.
D. carota subsp. carota 1,22 £ 0,02ab 1,18 1,24 594 2 8
D. carota subsp. gummifer 1,22 +0,04° 1,13 1,29 590 3 15
D. carota subsp. halophilus 1,21 +0,04° 1,12 1,33 593 6 22
D. carota subsp. maximus 1,26 £ 0,02 1,23 1,28 617 2 6

Os valores sdao dados como a média ¢ o desvio padrao da média do conteutdo de DNA nuclear holoplédide (2C em pg) de
individuos de cada popula¢do. O minimo (Mn.) e 0 maximo (Max.) dos valores obtidos para cada populagido, bem como o
conteudo de DNA nuclear monopldide (1CX) em Mbp, e o numero de populagdes analisados (No. pop.) € o nlimero total
de individuos analisados (No. ind.) sdo também indicados para cada populagdo. Os resultados assinalados por letras
diferentes representam diferengas significativas (P <0,05) de acordo com um teste de Tukey de comparagio miltipla. ' 1

pg DNA =978 Mbp.

3.1.3.2. Eryngium duriaei J. Gay ex Boiss: avaliacio morfolégica e do nivel de

ploidia

3.1.3.2.1. Morfologia

Durante o trabalho de campo foi possivel observar que as trés populagdes
localizadas a menor altitude (inferior a 1.700 m) apresentavam as mesmas caracteristicas
morfologicas entre si. No entanto, quando comparadas com as populacdes de altitudes mais
elevadas (acima de 1.700 m - Serra da Estrela) foram nitidas as diferencas morfoldgicas.
Na verdade, as plantas localizadas acima de 1.700 m eram ervas de (20-)30-60(-80) cm de
altura, com folhas coredceas, as basais pecioladas, linear-lanceoladas a oblongo-obovadas,
pinatifido-dentadas; as caulinares sésseis a ligeiramente pecioladas. Capitulos cilindrico-
elipsoides a elipsoides até 3-(3,5) cm de comprimento.

Pelo contrario, em todas as outras trés populagdes, as plantas eram ervas até 100(-
180) cm de altura, com folhas membranaceas, as basais sub-sésseis espatuladas
denticuladas a inciso-dentadas, as caulinares sésséis e amplexicaules. Capitulos oblongo-
cilindricos a cilindrico-elipséides até 8 cm de comprimento (Fig. 11).

Assim, a comparagdo entre individuos das quatro populacdes mostrou que as
principais diferengas morfolégicas ocorrem nas folhas. Além disso, as populagdes de maior

altitude apresentam individuos de menor porte (30-60 cm), de cor acinzentada, enquanto
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nas outras trés populagdes, os individuos sdo de cor verde, podendo atingir 100 cm de

altura (Fig. 11).

Figura 11: Eryngium duriaei. a) PNSE, Cantaro Raso (acima de 1.700m). b) ACOR, Colcurinho (abaixo de
1.700 m).

3.1.3.2.2. Avaliacao do teor em DNA

O teor em DNA das populagdes de Eryngium duriaei foi estimado utilizando
citometria de fluxo (Tabela 11). A varia¢do entre individuos da mesma populacdo foi
muito baixa e ndo significativa, mas diferencas significativas foram detetadas entre as
populacdes de maior altitude apresentando um conteddo de DNA nuclear
significativamente maior do que as populagdes de menor altitude (2C = 6,21 £ 0,05
pg/DNA vs 2C = 5,68 + 0,07 pg/DNA). Esta diferenca =~ 9% foi confirmada como sendo
real, com dois picos distintos que foram também observados na andlise simultanea de

ambas as populacdes (Fig. 12).
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Tabela 11: Estimativa do conteudo de DNA nuclear das populagdes de Eryngium duriaei.

Populagio 2C (pg) Mn. Max. 1Cx (Mbp)1 n
Colcurinho 5,66"+0.08 5,54 5,78 2,768 13
Gerés 5,73+ 0.05 5,67 5,79 2,802 4
Margaraca 5,68b +0.05 5,63 5,79 2,778 8
Estrela 6,21 £0.05 6,14 6,32 3,037 9

Os valores sdo dados como a média e o desvio padrao da média do conteutdo de DNA nuclear holopléide (2C em pg) de
individuos de cada populag@o. O minimo (Mn.) e o maximo (Max.) dos valores obtidos para cada populagdo, bem como o
contetido de DNA nuclear monopléide (1CX) em Mbp, e o niimero de individuos analisados (n) sdo também indicados
para cada populagdo. Os resultados assinalados por letras diferentes representam diferengas significativas (P <0,05) de

acordo com um teste de Tukey de comparagdo multipla. ' 1 pg DNA = 978 Mbp.
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Figura 12: Histograma de fluorescéncia obtido apds analise simultanea de nucleos, isolados a partir de folhas

de Eryngium duriaei de um individuo da Mata da Margaraca e de outro da Serra da Estrela.

O nivel de ploidia foi confirmado pela contagem de cromossomas em apices de
raizes de embrides germinados in vitro, obtidos a partir de populagdes da Serra da Estrela e
de populacdes da Mata da Margaracga. Pela contagem de cromossomas, observou-se que
todos os individuos analisados apresentaram o mesmo nivel de ploidia, ou seja, 2n = 2x =

16 cromossomas (Fig. 13).
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Figura 13: Analise cariologica de Eryngium duriaei. a) c-metafase com 16 cromossomas, planta da Mata da
Margaraga (abaixo de 1.700m). b) Como em a), mas de uma planta da Serra da Estrela (acima de 1.700m).

Os cromossomas estdo amplificados 840x.

3.2. CULTURA IN VITRO — MICROPROPAGACAO

A cultura in vitro foi desenvolvida prioritariamente para as espécies de distribuicao
geografica mais restrita: Daucus carota subsp. halophilus, Angelica pachycarpa,
Distichoselinum tenuifolium e Seseli montanum subsp. peixotoanum. Foi também iniciada
a micropropagacao de Eryngium duriaei.

Os resultados apresentados resultam da otimizagdo das diferentes técnicas de
cultura in vitro e da aclimatizacdo a condi¢des de exterior do material vegetal

micropropagado, no Jardim Botanico de Coimbra e, para alguns casos, em habitat natural.
3.2.1. Daucus carota subsp. halophilus
3.2.1.1. Proliferacio de meristemas

Ap0s 4 semanas de cultura no meio de germinagdo, 50% das sementes colhidas em
habitat natural (Fig. 14a) puderam germinar e os 4pices caulinares foram usados como
explante (Fig. 14b).

Os resultados da proliferagcio de rebentos caulinares pela multiplicagdo de

meristemas indicam que a percentagem de proliferagdo (Fig. 14c) atingiu 100% em todos
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os meios testados, a unica excecao foi para o meio contendo 0,5 mg/L BA, que apresentou

uma inducao de cerca de 90% (Tabela 12).

Tabela 12: Efeito da concentragdo de BA sobre a proliferacdo de rebentos caulinares em segmentos foliares

de D. carota subsp. halophilus, apos 4 semanas de cultura.

BA (mg/L) N"cduel teiffg :i::)r;tes Indugdo (%) N° de rebentos/explante
Controlo 51 100° 2,7+0,03 ¢
0,1 51 100° 33+0,14 ¢
0,2 51 100 ° 3,6+0,04 °°
0,5 70 90,1 £8,7 * 3,5+0,12°¢
1 75 100 * 3,9+0,08°
2 74 100 * 44+0,14 °

Cada valor ¢ a média com erro padrio de trés réplicas. Os valores nas colunas seguidos pela mesma letra ndo sao

significativamente diferentes (Teste de Tukey, P < 0,05).

Os resultados também mostraram que o numero de rebentos aumentou com a
concentragdo de BA atingindo um maximo de 4,4 rebentos por explante para o meio
contendo 2 mg/L (Tabela 12). No meio sem BA também ocorreu proliferacao, mas com
um menor nimero de rebentos caulinares (2,7 rebentos/explante).

Num segundo conjunto de experiéncias e apds a remocao de todos os rebentos
foliares, a base do explante (stump, Fig. 14d) foi inoculado novamente no mesmo meio de
cultura para um novo ciclo de multiplicacdo de rebentos. Como o niimero de rebentos
formados em meio MS foi muito menor que nos outros meios (2,7 rebentos/explante), este
meio nao foi testado na segunda fase de proliferacao. Os dados desta experiéncia mostram
que a indugdo variou entre 89-100% (Tabela 13), sem diferenga estatistica siginificativa
nos valores médios encontrados (P <0,05). O nimero de rebentos também foi maior (7,9
rebentos/explante) nos meios com 2 mg/L. BA (Tabela 13 e Fig. 14¢), e o mais reduzido

(3,8 rebentos/explante) na concentragao mais baixa de BA.
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Tabela 13: Proliferacdo de rebentos foliares em D. carota subsp. halophilus num segundo ciclo de cultura.

BA (mg/L) N° de explantes cultivados Inducio (%) N° de rebentos/explante
0,1 51 100 * 3,8+0,15°
0,2 51 96,1+4,0° 4,6+0,36 °
0,5 70 100 ° 6,1+0,39 °
1 75 90,7+5,3 6,0+0,16 °
2 74 89,2+7,0° 7,9+0.4

Cada valor ¢ a média com erro padrio de trés réplicas. Valores nas colunas seguidos pela mesma letra ndo sdo

significativamente diferentes (Teste de Tukey, P < 0,05).

Em todas as concentracdes de BA utilizadas observou-se que o nimero de rebentos
formados foi maior no segundo ciclo da cultura do que no primeiro (Tabelas 12 e 13).
Embora o comprimento dos rebentos ndo tivesse sido registado, observou-se que o
comprimento da parte aérea foi, em geral, maior para as concentragdes maiores de BA
(Fig. 141).

Para além da proliferacdo de meristemas observou-se a indugdo de organogénese na
zona de corte do explante, em particular na presenca de 1 ou 2 mg/L BA (Fig. 14g),
originando gemas adventicias, o que aumentou o nimero total de rebentos formados.
Repetidas inoculagdes dos explantes demostraram que o potencial do explante para a
organogénese foi mantido durante, pelo menos, 8 meses (dados ndo apresentados), sem
perda da capacidade de proliferacao de novos rebentos caulinares.

Foi também observada a floragdao em alguns rebentos (Figs. 14h, 141). Este tipo de
resposta encontra-se descrito em detalhe na sec¢do 3.2.1.6.

Estudos histologicos realizados em pedicelos das flores produzidos in vitro
mostraram uma estrutura anatomica (Fig. 14j) semelhante as mesmas estruturas em plantas
silvestres, incluindo a presenca de cavidades secretoras (Figs. 14j, 14k) caracteristicas da

familia Apiaceae.
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Figura 14: Aspetos morfologicos da proliferago in vitro de rebentos de Daucus carota subsp. halophilus. a)
Localidade de Daucus carota subsp. halophilus para recolha de sementes. b) Sementes germinadas apos 4
semanas. A caixa indica o explante - apice caulinar - cultivado na primeira inoculag@o. ¢) Rebentos obtidos
em meio com 2 mg/L. BA apds 4 semanas de cultura do 4pice caulinar. d) Aspeto geral de varios rebentos
obtidos apos o primeiro ciclo de proliferagdo. A seta indica o explante utilizado na segunda inoculagdo. e)
Rebentos obtidos no segundo ciclo de proliferagdo. Comparagdo entre os rebentos obtidos em meios
contendo concentragdes diferentes de BA. f) e g) Organogénese: formacdo de rebentos em calos produzidos
na base dos rebentos cultivados em meio contendo 2 mg/L. BA. As setas apontam para rebentos adventicios.
h) Flores rudimentares (setas) desenvolvidas a partir de rebentos produzidos in vitro. i) Flores completas
(setas) produzidas em rebentos foliares em desenvolvimento. j) Secdo transversal de um pedunculo floral
produzido in vitro. A caixa indica uma cavidade secretora. p) Floema, t) Tricomas e x) Xilema. k) Detalhe da

cavidade secretora em j.
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3.2.1.2. Enraizamento e aclimatacao ex situ e in situ

Quando os rebentos formados na fase de proliferagdo (2-3 cm) foram isolados (Fig.
15a) e transferidos para meio MS sem reguladores de crescimento observou-se a formagao
de raizes (Fig. 15b). As raizes comegaram a aparecer 2-3 semanas apos a transferéncia para
este meio MS e, em geral, 2-3 raizes eram produzidas em cada rebento (Fig. 15b). O
enraizamento, que variou entre 46% e 60%, ndo foi afetado pelas concentracdes de BA
utilizadas na fase de proliferagdo (Tabela 14). Além disso, a taxa de formacgdo de raizes
nao aumentou na presenca de IBA (dados ndo apresentados). Apds enraizamento, as
plantulas foram transferidas para vasos e cobertas com plastico para reduzir a perda de

agua (Fig. 15¢) e mantidas no fitotrdo.

Tabela 14: Enraizamento em meio base MS de rebentos caulinares de D. carota subsp. halophilus

produzidos in vitro em diferentes concentragdes de BA.

BA (mg/L) - meio de prollferacao.onde Explantes inoculados | N° de explantes .
se formaram os rebentos a enraizar . . Enraizamento (%)
. em meio base MS enraizados
em meio MS
0,1 285 132 45,7+£56°
0,2 303 193 59,7+5,8°
0,5 752 447 593+2,5*
1 615 311 54,1+7,8 °
2 456 223 55,6 +4,4°

Cada valor ¢ a média com erro padrio de trés réplicas. Valores nas colunas seguidos pela mesma letra ndo sdo

significativamente diferentes (Teste de Tukey, P < 0,05).

A percentagem de aclimatagdo foi de cerca de 95%. Das 37 plantas envasadas 35
plantas foram plantadas com sucesso nos viveiros do Jardim Botanico (Fig. 15d), onde
produziram raizes carnudas (Fig. 15¢) e flores (Fig. 15f), sem alteragdes morfologicas.

Na instalagdo in situ de Daucus ¢ ap6s um periodo de 3-6 meses nos viveiros do
JBUC 6 plantas foram instaladas no Cabo S. Vicente, Algarve, em fevereiro, sendo 2
maiores (tendo vegetado um ano em viveiro) e 4 menores (instaladas em viveiro durante
um més). Foram monitorizadas em abril e mantiveram-se em boas condigdes onde
cresceram normalmente (Fig. 15g).

No ano seguinte, visitadas em finais de maio, as duas plantas maiores puderam

completar o ciclo, florir e produzir sementes (Fig.15h), que se revelaram viaveis, apos
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testes de germinacdo. A mesma situagdo foi verificada com as restantes plantas, no ano
seguinte.
Todas as plantas foram colhidas e elaboradas folhas de herbario que foram

depositadas no Herbario COI.

Figura 15: Enraizamento e aclimatagdo de plantulas de Daucus carota subsp. halophilus obtidas in vitro. a)
Plantulas antes de serem transferidas para meio de enraizamento. b) Plantula enraizada in vitro sem
anomalias morfologicas nas raizes (setas). ¢) Processo de aclimatizacdo. d) Plantas no Jardim Botanico de
Coimbra, oito meses ap0ds o inicio da cultura. e) Detalhe de uma planta crescendo ex sifu mostrando a raiz
principal carnuda (seta). f) Planta em floragdo. g, h) Plantas produzidas in vifro em diferentes fases do ciclo

de vida em habitat natural (Cabo S. Vicente); g) Ap6s plantagdo e h) Um ano mais tarde, com flores e frutos.
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3.2.1.3. Embriogénese somatica

Segmentos foliares e segmentos de raiz (0,5-1 cm comprimento) provenientes da
germinacao in vitro de sementes (Fig. 14b) foram cultivados em meio MS contendo 2,4-D.
Decorridos 2,5 meses de cultura formaram-se calos embriogénicos (Fig. 16a) e verificou-se
que a resposta in vitro de segmentos foliares e de segmentos radiculares apds 2,5 meses de

cultura foi muito semelhante para os dois tipos de explantes (Tabelas 15 e 16).

Tabela 15: Efeito da concentragdo de 2,4-D na indug@o de calo embriogénico em segmentos de raizes de D.

carota subsp. halophilus apos 2,5 meses de cultura.

2,4-D (mg/L) N° de explantes cultivados Inducéo (%) N° de calo/explante*
0,1 48 100 1+£0,04
0,5 34 100 0,87 +0,08
1 41 100 0,86 +0.04
2 44 100 0,91 + 0,04

*Cada valor é a média com erro padrdo de trés réplicas.

Tabela 16: Efeito da concentragdo de 2,4-D na indug@o de calo embriogénico em segmentos foliares de D.

carota subsp. halophilus apds 2,5 meses de cultura.

2,4-D (mg/L) N° de explantes cultivados Inducio (%) N° de calo/explante*
0,1 55 100 0,70 + 0,09
0,5 56 100 0,78 + 0,03
1 53 100 0,84 + 0,09
2 47 100 0,64 £+ 0,09

*Cada valor é a média com erro padrio de trés réplicas.

A partir dos calos desenvolveram-se embrides somaticos, ainda no mesmo meio ou
ap6s 1,5 meses de subcultura em meio sem hormonas (Fig. 16b). Alguns dos embrides
somaticos germinaram precocemente (Fig. 16c¢), mas a maioria deles desenvolveu-se
normalmente passando pelas diferentes fases do desenvolvimento embriondrio (globular,
cordiforme, torpedo e cotiledonar). A formacdo de embrides somaticos ndo foi
sincronizada, e todas as fases de desenvolvimento foram observadas no mesmo explante
(Fig. 16b). O ntimero de embrides somaticos por explante foi também bastante varidvel,
com alguns explantes a produzirem apenas alguns embrides, enquanto outros originaram

mais de 100 (Fig. 16b).
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Os embrides somaticos atingiram o estadio cotiledonar de desenvolvimento em
meio com 2,4-D (Fig. 16d) e foram entdo transferidos para um meio sem auxina onde
germinaram e se desenvolveram em plantulas (Figs. 16e, 16f). As plantulas foram
removidas dos tubos de ensaio (Fig. 16g) e transferidas para vasos (Fig. 16h) em condigdes
semelhantes as descritas na sec¢do anterior. A taxa de sobrevivéncia das plantas foi
proxima de 100%, mas as plantulas produzidas por embriogénese apresentavam-se, em

geral, mais finas e menos vigorosas do que as produzidas pela proliferacdo de meristemas.
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Figura 16: Inducdo de embriogénese somatica e desenvolvimento de plantulas em Daucus carota subsp.
halophilus. a) Calos com origem em segmentos foliares apds 1 més da cultura. b) Embrides somaticos em
diferentes estagios de desenvolvimento, formados em segmentos foliares. ¢) calos embriogénicos mostrando
varios embrides somaticos germinados precocemente (setas). d) Embrido somatico cotiledonar (seta) apds 2
meses de cultura no meio de indugdo. e) Plantulas resultantes da germinagdo de embrides somaticos. f)
Grande numero de embrides somaticos obtidos a partir de um explante Ginico. g) Plantulas antes da fase de
aclimatacdo. h) Plantas de Daucus carota subsp. halophilus nos viveiros do Jardim Botanico, obtidas por

embriogénese somatica.
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3.2.14. Manutencio de calos embriogénicos e quantificacio da embriogénese

As porgoes de calos embriogénicos subcultivadas em meios de indugdo com 1mg/L
de 2,4-D mantiveram a capacidade embriogénica por mais de oito meses, conforme
referido, produzindo embrides somaticos com igual periodicidade: indu¢do no meio com 1
mg/L de 2,4-D decorridos 2,5 meses e desenvolvimento dos embrides em meio base MS,
decorridos 1, 5 més de cultura.

Na verdade, os calos embriogénicos puderam ser mantidos na presenca de 2,4-D (1
mg/l) e, sempre que transferidos para meio sem hormonas, ocorria o desenvolvimento das
massas proembriogénicas em embrides. O nimero de embrides formados era bastante
elevado o que dificultava as contagens. Para se terem dados mais objetivos sobre a
capacidade de formagdo de embrides somaticos dos calos, quantificou-se o nimero de
plantulas obtidas através de embriogénese somatica em func¢do do peso fresco dos calos
(Fig. 17a).

Foram pesadas sete porgdes calosas embriogénicas (0,9463; 0,9372; 0,7650;
1,3513; 0,7157; 0,6480; 0,8118 mg) cuja média obtida foi de 0,8822 mg. Cada por¢ao
calosa formada nos segmentos peciolares produziu embrides somaticos decorrido 1,5 més
(Fig. 17b). Nesta altura foi dividida por tubos de ensaio com meio base MS em séries de 1
a 7; as séries tinham um minimo de 4 tubos e um méaximo de 18 tubos, pelo que se seguiu a
evolucdo das culturas em 11 tubos (Fig. 17c¢), por ser o valor médio, tendo sido produzidas,
em média, 310 plantas.

Assim, nos 11 tubos de ensaio (equivalente a 11 amostras de calo) foram
produzidas 310 plantas, em condi¢des de envasamento. Em cada tubo, ou em cada amostra
de calo embriogenético com 0,8822 mg, foram produzidas, em média, 28 plantas, ou seja,
32 plantulas por g de calo embriogénico, decorridos 8,5 meses do inicio da cultura do
explante.

Para o alongamento das plantas, até cerca de 10 cm, em condi¢des para o
envasamento, decorreram 3 meses de cultura em meio base; foram depois lavadas e
deixadas apenas em agua destilada durante 8 a 15 dias, para aclimatacdo e para prosseguir
o alongamento da raiz (Fig. 17d).

Decorridos més e meio de aclimatacdo 80% das plantas produzidas em todos os

ensaios foram instaladas em viveiro, de 40 plantas envasadas 32 foram plantadas.
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Figura 17: Embriogénese somatica de Daucus carota subsp. halophilus. Aspetos da cultura de segmentos
peciolares. a) Calos embriogénicos. b) Plantas em caixa de Petri provenientes de um so6 tubo de ensaio. ¢)

Evolugdo dos embrides somaticos em plantas. d) Plantas prontas para o envasamento.

3.2.1.5. Variabilidade in vitro - Citometria de fluxo

A andlise do teor em DNA de plantas produzidas in vitro foi realizada em plantas
obtidas por embriogénese somatica e em plantas formadas por proliferagao dos meristemas
axilares. Conforme indicado na sec¢ao 2.2.3.4. o controlo da analise dos diferentes ensaios
foi feito em folhas de plantulas resultantes da germinagdo in vitro de sementes de plantas

silvestres de dois anos diferentes (semente in vitro 2007 e 2008, indicados na Figura).
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Os resultados mostram que os teores de DNA sdo equivalentes, ndo se tendo
verificado alteracdes no nivel de ploidia durante o processo de regeneracdo in vitro nas
amostras provenientes dos diferentes explantes inoculados e do tecido vegetal produzido,

sob a agdo de 2,4-D ou de BA.
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Figura 18: Teor em DNA das plantas de Daucus carota subsp. halophilus regeneradas in vitro.

3.2.1.6. Floracao in vitro de D. carota subsp. halophilus

Durante os ensaios de micropropagagdo de D. carota subsp. halophilus verificou-
se, em alguns casos, a formagao de flores nos rebentos caulinares formados in vitro. Com o
objetivo de determinar as condigdes que levavam a este tipo de organogénese foram

realizados ensaios com vista a determinacao das condi¢des de floragao.
3.2.1.6.1. Inducio da floracao

Segmentos nodais de plantas silvestres foram utilizados como explantes (Fig. 19a)
e cultivados em meio MS + 1,5 mg/L BA + 0,5 mg/L 1AA, de acordo com a metodologia

descrita. Decorridas 4 semanas de cultura observou-se a formagao de calos de crescimento

reduzido e o desenvolvimento de rebentos (Fig. 19b).
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Figura 19: Floragdo in vitro de Daucus carota subsp. halophilus. a) Plantas silvestres usadas para o
isolamento de segmentos nodais (seta). b) Formacdo de calo e rebentos foliares. ¢) Formagdo das primeiras
inflorescéncias (seta), que completam o desenvolvimento com o aparecimento de frutos (setas em d e e). e)

Varias umbelas presentes.

Apds 2 meses de cultura, os rebentos caulinares foram subcultivados no mesmo
meio e, decorridos mais 2 meses de cultura, era notorio o aparecimento de inflorescéncias
(Fig. 19c¢), que evoluiram atingindo o desenvolvimento maximo por volta das 4 semanas de
cultura (Figs. 19d, 19e).

Os resultados mostraram que quando a parte basal (Fig. 20a) da zona de
proliferacdo dos rebentos florais foi subcultivada nas mesmas condi¢des (MS + 1,5 mg/L
BA + 0,5 mg/L IAA) verificou-se novamente a formacgdo de rebentos onde, decorridas 4
semanas se voltavam a formar inflorescéncias, nas mesmas condi¢cdes que foram acima
descritas (Figs. 20a-c). Estes ciclos de floracdo puderam se repetidos sempre que se
procedeu ao isolamento e cultura da parte basal dos rebentos caulinares (Fig. 20a),
induzindo-se assim a formagdo de novos ciclos de floragdo (FIg. 20c), a cada 4 semanas,
tendo as culturas mantido este potencial por mais de 3 anos.

A parte basal dos rebentos (seta da Fig. 20a) foi de novo inoculada em meio com a

mesma composicao; a parte apical, com as umbelas, foi inoculada em meio base MS (Fig.
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20b-seta do tubo da direita), onde ocorreu o desenvolvimento da umbela. A parte mediana
contém segmentos nodais (meristemas axilares) que se inocularam no mesmo meio ou em
meio com BA, para proliferacao.

Decorridas quatro semanas observaram-se os novos rebentos em floragdo (Fig.
20c).

VerificAmos que nas plantas com flores, cultivadas em meio base, os frutos ndo

tinham as sementes formadas e, até um més nesse meio, acabavam por secar € morrer.

Figura 20: Ciclo de floragdo in vitro de Daucus carota subsp. halophilus. a) Isolamento da parte basal de um
rebento (seta). b) Inoculacdo do stump, meristemas axilares e parte terminal da inflorescéncia. c) Diferentes

rebentos em floragdo.

A andlise morfoldgica permitiu observar as diferentes fases deste tipo de
morfogénese, tendo sido definidas 4 fases de desenvolvimento das umbelas, indicadas na
Figura 21. Essas fases foram designadas: 1) umbela fechada (Fig. 21a), 2) umbela com
pétalas visiveis verdes, mas ainda fechadas (Fig. 21b), 3) umbela com pétalas visiveis
brancas mas ainda fechadas (Fig. 21c) e 4) umbela com flores abertas e com os estames

expostos (Fig 21d).
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Figura 21: Estados de desenvolvimento das inflorescéncias durante a floragdo in vitro de Daucus carota
subsp. halophilus. Fase 1- umbela fechada (a). Fase 2 - umbela com pétalas verdes. (b) Fase 3 - umbela com

pétalas brancas. Fase 4 - flores abertas (d) (comparar com Fig. 31c¢).

3.2.1.6.2. Efeitos de diferentes PGRs na floracao

Utilizando o modelo de indugao floral descrito, testou-se o efeito do IAA e da BA
na formagao e desenvolvimento das inflorescéncias. Assim, os explantes foram culttivados
no meio controlo (MS) e em meios contendo apenas IAA (0,5 mg/L), BA (1,5 mg/L) ou a
combinag¢do dos dois PGRs. Os resultados estdo expressos na Figura 22 e mostram que o
meio com ambos os PGRs originou o maior nimero de inflorescéncias (155), enquanto os
piores resultados (47 inflorescéncias) foram obtidos no meio contendo apenas BA (Fig.
22).

O tratamento 1 (Fig. 22) refere-se aos resultados da floracdo no meio base MS, ou
no meio com IAA, ou com BA, de culturas provenientes do meio inicial, com os dois

PGRs (BA + IAA).
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Figura 22: Efeitos dos PGRs na indu¢do de floragdo in vitro de Daucus carota subsp. halophilus. Os

resultados representam a média com erro padrdo de trés réplicas.

Para além da indugdo floral, verificou-se que o meio de cultura afeta também o

desenvolvimento das flores, tendo-se verificado que o meio com IAA, e o meio base MS,

permitiram um melhor desenvolvimento das inflorescéncias que o meio com BA ou o meio

com os dois PGRs. De facto, nestes ultimos meios, ndo foi possivel observar o

desenvolvimento das quatro fases das inflorescéncias, ou seja a abertura das flores nas

umbelas, o que no entanto se verificou no meio controlo, em que ocorreram todas as fases

florais, e também no meio com apenas auxina, onde se verificou o maximo de

inflorescéncias abertas, a fase morfologica mais adiantada (Fig. 23).
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Figura 23: Efeito dos PGRs na evolugio morfologica das umbelas de Daucus carota subsp. halophilus.

A Figura 24 apresenta o desenvolvimento comparativo das plantulas formadas

nestes quatro meios de cultura testados, decorridas 4 semanas de cultura.

Figura 24: Floracdo in vitro de Daucus carota subsp. halophilus: desenvolvimento comparativo apos quatro

semanas em diferentes meios de cultura.

Para avaliar o efeito isolado de IAA ¢ BA na indugo ¢ na evolu¢ao morfologica
das umbelas e se 0 meio onde os rebentos eram mantidos influenciava a resposta posterior,
foi realizada uma segunda fase de experiéncias (Figs. 25 e 26), com o mesmo tempo de

cultura.
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Na sequéncia da experiéncia anterior, os explantes mantidos em IAA, quando
subcultivadas no mesmo meio, produziram a maior quantidade de inflorescéncias (120)
(Fig. 25), observando-se neste meio a formag¢ao das quatro fases morfologicas, com grande
quantidade de flores abertas (75) (Fig. 26). No entanto, os explantes em meios com [AA
quando subcultivados em meios com BA, produziram o menor nimero de inflorescéncias
(40) (Fig. 25). Esta situagdo também ocorreu nas culturas em MS, quando os explantes
foram subcultivados em MS, onde se observou o maior niimero de inflorescéncias (105)
(Fig. 25), a maioria na fase morfologica mais avancada, flores abertas (67) (Fig. 26).

A resposta foi muito semelhante a esta ultima quando os explantes do meio MS
foram subcultivados em meio com BA, mas observou-se menor quantidade de
inflorescéncias produzidas (60 vs 105) (Fig. 25). Os explantes provenientes de BA, quando
subcultivados em meio MS desenvolveram a maioria das inflorescéncias na fase um,
fechadas (80) (Fig. 26), mas o numero total de inflorescéncias foi menor do que na
subcultura dos explantes do meio com BA para meio com TAA (75 vs 90) (Fig. 25),

indicando que IAA serd necessaria para promover a inducdo de flores.
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Figura 25: Efeito isolado dos PGRs na indug¢do da floragdo in vitro de Daucus carota subsp. halophilus. A
cultura inicial e final foi feita em meios diferentes. Os resultados representam a média com erro padrdo de

trés réplicas.
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Figura 26: Efeito isolado dos PGRs na evolu¢do morfoldgica das umbelas in vitro de Daucus carota subsp.

halophilus. A cultura inicial e final foi feita em meios diferentes.

Para além da BA e IAA testou-se ainda o efeito do GAj e da sacarose na indugao e
desenvolvimento floral. Os resultados estdo expressos nas Tabelas 17 e 18. Como se pode
observar, o GA; favoreceu a formacao de umbelas, em maior nimero relativamente ao
meio base, embora o valor maximo de inducdo tenha ocorrido na menor concentragdao

(Tabela 17).

Tabela 17: Efeito da concentragdo de acido giberélico (GAjz) na indugdo da floragéo in vitro de Daucus

carota subsp. halophilus.

GA3 (mg/L) N° de explantes cultivados Indugio (%) N° de inflorescéncias/explante*
0 40 25,0 0,25+ 0,05
0,5 45 42,2 0,42 + 0,04
1 45 40,0 0,40 + 0,07
2 49 28,6 0,28 + 0,06
Total 179 34,1 61

* Cada valor ¢ a média com erro padrdo de trés réplicas.

Relativamente a ag¢do da sacarose os resultados obtidos sdo muito irregulares,
verificando-se apenas que no meio com a concentragdo de 6% se produziu o maior nimero

de umbelas (Tabela 18).
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Tabela 18: Efeito da concentragdo da sacarose na inducdo da floracdo in vitro de Daucus carota subsp.

halophilus.
Sacarose (%) N° de explantes cultivados Inducéo (%) N° de inflorescéncias/explante*
0 40 30,0 0,31+ 0,06
6 46 41,3 0,39+0,12
9 41 9,8 0,10+ 0,02
12 48 20,8 0,20 + 0,07
Total 175 25,7 45

* Cada valor é a média com o erro padréo de trés réplicas.

Em todos os meios testados se observou o desenvolvimento dos quatro estagios

morfoldgicos sem anomalias morfologicas.

3.2.1.6.3. Caracterizacio das flores formadas in vitro

A andlise das flores formadas in vitro mostrou que elas eram estruturalmente
semelhantes as flores fomadas pelas plantas em condi¢des naturais, a exce¢do das
dimensdes, que se verificou serem muito mais reduzidas nas primeiras (Fig. 27). Assim, as

flores formadas in vitro assemelhavam-se a miniaturas das formadas naturalmente.

Figura 27: Floragdo em Daucus carota subsp. halophilus. a) Umbela formada in vitro e outra em condigdes

naturais. b) Flor formada in vitro, mais ampliada.

A analise por SEM permitiu também seguir as diferentes fases de diferenciacdo das
inflorescéncias. Em rebentos caulinares em desenvolvimento (até 1 semana de cultura),
verificou-se que o meristema apical caulinar estava presente (Fig. 28a) e o seu

funcionamento originava um grande nimero de primoérdios foliares (Figs. 28 b, 28¢, 28d).
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Figura 28: Zona meristematica apical de rebentos caulinares de D. carota induzidos in vitro. a) Zona do
meristema apical do caule (circulo). Figuras b-d) Zonas apicais com primoérdios foliares (setas) em diferentes

fases de desenvolvimento.

De acordo com as observagdes efetuadas, a transi¢do do meristema vegetativo para
meristema inflorescencial (evocagdo floral) parece ocorrer entre os 7 a 10 dias de cultura,
pois foi durante este periodo que se observou uma alteragao na organizacdo do meristema
apical (Figs. 29a, 29b), apresentando-se este com maiores dimensdes e originando um tipo
de estruturas laterais diferentes dos primoérdios foliares, de forma globosa (Figs. 29a, 29b).
Essas estruturas apresentavam-se como massas laterais de células representando,
provavelmente, novos meristemas inflorescenciais que dao origem as diferentes umbelas

(Fig. 29c, 29d) que se formam em condi¢des naturais (Fig. 29e).
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Figura 29: Evocagdo floral e desenvolvimento das inflorescéncias.

a) Zona apical de um rebento caulinar onde € visivel o meristema inflorescencial (circulo) e varias formagoes
laterais de forma globosa (g), supostamente zonas meristematicas que dardo origem a novas inflorescéncias.
b) Como em a, mas com a zona apical observada noutra posi¢ao. A zona meristematica central ndo ¢ visivel
por se encontrar rodeada de zonas meristematicas laterais (g). c) e d) Dois aspetos da diferenciagdo das
inflorescéncias. Em ambas as figuras € visivel a zona do meristema inflorescencial (mi) e inflorescéncias (in)

em diferentes fases de desenvolvimento. ) Planta de D. carota subsp. halophilus com varias inflorescéncias.

Em cada inflorescéncia (Fig. 30a), o meristema inflorescencial produzia
lateralmente um numero consideravel de meristemas florais (Fig. 30b) os quais
originavam, por sua vez, os diferentes orgaos florais em fases mais adiantadas da cultura,

por volta dos 15 a 20 dias (Figs. 30c, 30d).
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Figura 30: Formacao das flores in vitro. a) Aspeto de um meristema inflorescencial (mi) onde sdo visiveis
varios meristemas florais (mf) em formag@o. b) Flores em diferenciagdo, sendo notodrios os diferentes 6rgaos
florais em formagdo: ¢ — carpelos, a- anteras ¢ p — pétalas. c) e d) Fases mais adiantadas da diferenciacao

floral onde os 6rgaos florais estdo ja diferenciados: ¢ — carpelos, a - anteras e p — pétalas.

Para complementar as figuras de SEM apresentam-se as observagdoes das flores a
lupa (Fig. 31), onde se analisa melhor o aspeto geral da morfologia das flores, em

diferentes fases.

Figura 31: Flores formadas in vitro observadas a lupa. Aspeto geral das flores, em diferentes fases. a) Fase 2
- umbela com pétalas verdes. b) Fase 3 - umbela com pétalas brancas. c¢) Fase 4 - flores abertas (comparar

com Fig. 21d).
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A semelhanga do aspeto geral das flores verificou-se que, para além do tamanho,
também a morfologia das estruturas reprodutoras (estames e carpelos) era semelhante nas
flores formadas in vitro e in vivo. Assim, verificou-se que o gineceu era constituido por
dois carpelos em ambos os tipos de plantas (Fig. 32a, 32b). No entanto, nas flores
formadas in vitro, nunca foi possivel observar a formag¢do de embrides, que pudemos
observar nas plantas silvestres (Fig. 32¢), o que sugere que embora os 6rgaos reprodutores
sejam morfologiacamente normais a sua funcionalidade ¢ afetada pelas condi¢des de

cultura in vitro.

Figura 32: Carpelos de Daucus carota subsp. halophilus formados in vitro (a) e in vivo (b). Notar os dois

ovulos no carpelo formado in vitro (a) e um embrido das sementes de plantas silvestres em c).

3.2.1.6.4. Analise do pélen

Com o objetivo de caracterizar o poélen formado in vitro procedeu-se a observagao
dos graos de polen maduros apds esmagamento das anteras em carmim ou em DAPI. No
caso do DAPI a fluorescéncia emitida era, na maior parte dos casos, muito fraca tendo sido
dificil visualizar os diferentes nucleos. No entanto, algumas observagdes mostraram a
presenga de 3 nucleos de dimensdes semelhantes, embora um ligeiramente maior que os
outros dois (Fig. 33a). Esta observagdo parece sugerir uma divisdo do ntcelo generativo
para formacdo dos dois gametas sem que ocorra formagao do tubo polinico.

Observagdes semelhantes foram obtidas com carmim acético (Fig. 33b). Os graos
de polén foram estudados em umbelas com as flores enroladas e pétalas verdes (fase 2). O

aspeto geral do poélen formado in vitro era muito idéntico ao polen formado em condigdes
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naturais, embora neste nunca tenham sido observados trés nucleos mas apenas dois

correspondentes ao nucleo generativo e vegetativo (Fig. 33¢).

Figura 33: Polen de Daucus carota subsp. halophilus. Polen de flores produzidas in vitro mostrando trés
nucleos apds tratamento com DAPI (a) e em carmim acético (b). ¢) Polen de flores de flores silvestres em

carmim acético.

Tentativas para conseguir a germinacao do pélen in vitro foram infrutiferas, mesmo
utilizando concentra¢des de sacarose da ordem dos 18%. No entanto, a germinacdo do
polen de plantas a crescer no campo também ndo foi conseguida. De referir ainda que no
caso da polinizagdo artificial das flores formadas in vitro ndo foi possivel conseguir a
germinagdo dos grads de polen (quer produzido in vitro, quer em condi¢gdes naturais) no

estigma.

3.2.1.6.5. Estudos histolégicos

Os estudos histologicos realizados nos explantes cultivados para indugdo de
floragdao (tempo 0) mostraram a existéncia de meristemas axilares formados por células
muito vacuolizadas (Fig. 34a-d). Em alguns casos esse meristemas apresentavam ja algum
desenvolvimento tendo originado novos rebentos em formacdo (Fig. 34b), também
formados por células com uma acentuada vacuolizagdo. Estes meristemas sdo os
responsaveis pela proliferagdo de rebentos, descrita na seccao 3.2.1.6.1. Um aspeto
interessante que se observou foi a forma¢do de meristemas adventicios proximos dos
meristemas axilares (Figs 34c, 34d). A semelhanga dos meristemas axilares este tipo de

meristemas era também formado por células muito vacuolizadas, sendo facilmente
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observaveis as ligacdes vasculares destes meristemas aos tecidos subjacentes (Fig. 34d).
Estes meristemas surgiam isoladamente ou em grupos (Fig. 34d) sendo provavelmente
responsaveis pela elevada proliferacdo de rebentos observada nesta espécie, o que também
significa que parte dos rebentos terd origem ndo em meristemas axilares mas sim em

meristemas adventicios.

Figura 34: Sec¢oes longitudinais em explantes (stumps) cultivados para a indugdo de floragdo (tempo 0). a)
Meristema axilar (max) no inicio do desenvolvimento e uma folha (fI) que tem na axila o meristema referido
(X 200). b) Meristema axilar (max) bastante mais desenvolvido que na figura anterior, sendo visivel parte da
folha (fl) (X 200).c) Meristema adventicio (mad) em formagao (X 200). d) Meristema adventicio (mad) mais
desenvolvido que na figura anterior sendo notoria a ligacdo do meristema em formagio com os tecidos
subjacentes por feixes vasculares (fv). Um segundo meristema adventicio (mad2) em desenvolvimento é

parcialmente visivel no lado direito da figura (X 200).

As observagoes realizadas entre 4 e 7 dias de cultura mostraram o desenvolvimento
dos meristemas axilares e a concomitante origem de rebentos caulinares (Fig. 35). Em
virtude destes meristemas axilares assumirem agora uma posicdo na extremidade dos
rebentos serdo a partir daqui designados por SAM (shoot apical meristem). Em termos de
organizagdo estes meristemas eram muito similares aos descritos no tempo zero, sendo

caracterizados pela presenga de células muito vacuolizadas (Fig. 35 a) e por uma camada
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L1 muito nitida que se demarcava claramente das restantes células do meristema (Fig. 35a,
35b). Estes meristemas originavam lateralmente meristemas axilares (Fig. 35a). No
entanto, em algumas sec¢des analisadas (em particular aos 7 dias de cultura) verificou-se a
presenga de zonas meristematicas com caracteristicas diferentes. Assim, em alguns casos,
0s meristemas apicais apresentavam maiores dimensoes (Fig. 35¢) e ocorria uma zona de
transi¢ao formada por células mais achatadas entre o meristema e os tecidos subjacentes
(Fig. 35c¢). Noutros casos, foi possivel observar zonas meristemdticas com células pouco
vacuolizadas, de citoplasma denso e de nticleos volumosos (Fig. 35¢). Ao contrario do
verificado nos meristemas vegetativos, estes meristemas ndo apresentavam uma camada
L1 tao diferenciada relativamente as restantes e os planos de divisdes observados ndo eram
exclusivamente anticlinais (Fig. 35e). Estas observagdes representam, provavelmente, a
modificagdo do meristema vegetativo para meristema floral, um conjunto de alteragdes

vulgarmente conhecido por evocagao floral.
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Figura 35: Secgdes longitudinais da zona meristematica do explante apds 4-7 dias de cultura em meios de
indugdo floral. a) Desenvolvimento do meristema apical (SAM) sendo visivel a formac¢do de um meristema
axilar (max). fl indica a folha do explante inicial. Notar a grande vacuolizagdo das células meristematicas (X
200). b) Detalhe de um SAM em desenvolvimento onde mais uma vez de destaca a vacuolizagdo de grande
parte das células. fl — folha. E também notéria a diferenga nos planos de divisdo celular entre a camada L1 e
as restantes (X 200). c) Zona meristematica em que o meristema apresenta maiores dimensdes
comparativamente ao observado na figura b e onde se observa uma zona de transi¢do (indicada pelas setas)
entre o meristema (SAM) e o resto do explante (X 200). d) Sec¢do onde sdo visiveis dois meristemas
formados por células com citoplasma denso (x50). ¢) Detalhe de um meristema com células com citoplasma

denso e nucleos volumosos. Notar o padrdo mais aleatorio de divisdes na camada L1 (x500).
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Figura 36: Diferenciacdo floral apos 11-15dias de cultura em meios de indugio de floragéo. a) Zona apical
de um rebento onde ¢é visivel o meristema inflorescéncial (mi) e dois meristemas florais laterais (mfl ¢ mf2)
(X 200). b) Detalhe de um meristema inflorescéncial (X 500). ¢) Sec¢do onde sdo visiveis dois meristemas
florais laterais (mfl e mf2) (X 500). d) Sec¢do de uma flor onde se pode observar o tecido esporogénico (es)

numa antera em desenvolvimento (X 500).

Ap6s 11 dias de cultura, a parte apical dos rebentos apresentava ja uma organizagao
tipica da fase de floragdo, com a presenca de um meristema inflorescencial e de
meristemas laterais do tipo floral (Fig. 36a). O meristema inflorescencial apresentava o
mesmo tipo de caracteristicas descritas no paragrafo anterior embora com a camada L1
mais bem definida e com as células apresentando um maior grau de vacuolizacio (Fig.
36b). Os meristemas laterais (florais) surgim como massas de células globosas (ver Fig.
30a) sem uma diferenciagdo muito nitida e formadas por células de tipo meristematico
(Figs. 36 a, 36c). Em fases mais adiantadas, para além das duas semanas de cultura, os
meristemas florais diferenciaram flores onde se podia observar a diferenciacdo dos 6rgads

florais (Fig. 36d).
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3.2.2. Distichoselinum tenuifolium

Seguindo a mesma metodologia descrita previamente (Daucus carota subsp.
halophilus) procedeu-se a ensaios para multiplicacdo in vitro através da proliferagdo de
meristemas axilares e de organogénese em meios com BA, bem como por embriogénese

somatica em meios com 2,4-D.

3.2.2.1. Proliferacio de meristemas

Sementes recolhidas em habitat natural (Fig. 37a) germinarm in vitro durante 30
dias, sendo os &pices caulinares retirados e cultivados in vitro (Fig. 37b, 37¢) sob a agdo da
BA, em dois ciclos seguidos de 30 dias de cultura, conforme metodologia descrita para D.
carota. Ao final do primeiro ciclo, as plantulas produzidas (Fig. 37d) foram cortadas e a
parte basal (Fig. 37¢) foi cultivada nas mesmas condi¢des de cultura, sendo as plantulas
preparadas para a fase seguinte de enraizamento (Fig. 37e).

O nivel de resposta foi 100% visto todos os explantes inoculados terem respondido
com producdo de rebentos, nos dois ciclos de cultura, embora em numero reduzido
(Tabelas 19 e 20; Figura 37).

Verificou-se que a média do nimero de rebentos produzidos por explante foi
semelhante na primeira inoculacdo de 30 dias, seguida de uma segunda inoculacdo de
outros 30 dias com Img/L de BA (1,67 na primeira inoculagdo e 1,18 na segunda).
Idénticos resultados foram obtidos utilizando 2 mg/L de BA (1,32 na primeira inoculacao e

1,14 na segunda), nas mesmas condi¢des de cultura (Tabelas 19 e 20).

Tabela 19: Efeito da concentracio de BA na proliferacdo de rebentos em d&pices caulinares de

Distichoselinum tenuifolium, apos 4 semanas de cultura.

BA (mg/L) N° de explantes inoculados Inducéo (%) N° de rebentos/explante*
1 37 100 1,67 +0,15
2 51 100 1,32 +£0,03

*Cada valor ¢ a média com erro padrio de trés réplicas.
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Tabela 20: Proliferagdo de rebentos em apices caulinares de Distichoselinum tenuifolium, num segundo ciclo

de cultura.
BA (mg(l) N igzceuxll;lg;;tes Inducéo (%) N° de rebentos/explante*
1 36 100 1,18 0,11
2 22 100 1,14 +£0,08

*Cada valor ¢ a média com erro padrio de trés réplicas.

Figura 37: Proliferagdo de rebentos caulinares em Distichoselinum tenuifolium. a) Planta em habitat natural,
Moncarapacho, Algarve, na fase de recolha de sementes. b) Tipos de explantes assinalados: segmentos
foliares e pice caulinar (seta). ¢) Apice caulinar in vitro. d) Formagdo de plantulas. ¢) Corte e preparagio do

stump (base do explante) para a segunda inoculagao.

3.2.2.2. Embriogénese somatica

Seguindo a metodologia descrita para D. carota, a cultura in vitro de segmentos
foliares de Distichoselinum tenuifolium em meios com 2,4-D (1 ou 2 mg/L), durante trés
meses, originou a formagdo de calos (Fig. 38a), a partir dos quais se produziram embrides
somaticos exibindo varios estadios morfoldgicos (Figs. 38a-38d), desde torpedo a

cotiledonar (Fig. 38c, 38d).
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Figura 38: Aspetos da embriogénese somatica em Distichoselinum tenuifolium, apos 3 meses de cultura em
2,4-D. a) Embrides somaticos em fase inicial de desenvolvimento. b) Embrides somaticos em estados mais
avancados de desenvolvimento. c¢) Dois embrides no estado cotiledonar. d) Um embrido em fase de torpedo

(t) e dois no estado cotiledonar (c).

A avaliagdo in vitro foi feita relativamente aos explantes com resposta, pelo que a
taxa de inducao foi de 100%.
Os melhores resultados (6,4 embrides/explante) foram conseguidos no meio com 1

mg/L, embora resultados idénticos tenham sido obtidos em meio base.

Tabela 21: Efeito de 2,4-D na indu¢ido de embriogénese somatica em segmentos foliares de Distichoselinum

tenuifolium.
2,4-D (mg/L) N° de explantes inoculados Indugio (%) N° de embrides /explante*
0 17 100 7,2+0,84
1 12 100 6,4+1,08
2 26 100 4,8+ 1,81

*Cada valor é a média com erro padrdo de trés réplicas.

Os embrides formados em meio com 2,4-D (Fig. 39a) foram subcultivados em meio

base MS, o que permitiu a germinagdo e o alongamento das plantas (Fig. 39b) para a fase
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seguinte, de aclimatizacdo e envasamento em estufa (fitotrdo) (Figs. 39c, 39d, 39e),
ocorrendo a posterior cultura em espago exterior (Figs. 39f), seguindo os mesmos

procedimentos descritos para D. carota.

Figura 39: Germinagdo, desenvolvimento e aclimatagdo de plantulas de Distichoselinum tenuifolium,
induzidas por embriogénese somatica. a) Formacdo de calo com embrides somaticos em meio com 2,4-D. b)
Desenvolvimento dos embrides somaticos em meio base MS. ¢) Plantulas prontas a envasar. ¢) Preparacéo do
substrato dos vasos e limpeza das plantulas. b) Aclimatagdo das plantulas no fitotrdo, numa primeira fase
cobertas com protegdo, retirada (¢) ap6és uma semana. f) Trinta plantas envasadas para transferéncia para os

Viveiros.

3.2.2.3. Organogénese

Segmentos foliares de Distichiselinum tenuifolium (Fig. 37b) foram extraidos

conforme procedimentos descritos para os apices caulinares e cultivados in vitro sob a agao
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de BA (1 e 2 mg/L). Verificou-se a formacao direta de rebentos na zona de corte (Fig.
40a), em que varios rebentos eram produzidos num mesmo explante (Figs. 40a, 40b). Os
rebentos caulinares desenvolveram-se em altura (Figs. 40c, 40d) e decorridas seis semanas
foram cortados (Fig. 40¢) para enraizamento em meio base MS.

A producao de rebentos em segmentos foliares de Distichoselinum tenuifolium
(Tabela 22) foi favorecida com a maior concentragdo de BA (2 mg/L) onde foram

produzidos em média 2,48 rebentos, para 1,98 no meio com a concentragdo de 1 mg/L.

Tabela 22: Efeito de BA na indugdo de rebentos caulinares em segmentos foliares de Distichoselinum

tenuifolium.
BA (mg/L) N° de explantes inoculados Inducio % N° de rebentos/explante*
1 47 100 1,98 £ 0,33
2 21 100 2,48 £ 0,45

*Cada valor ¢ a média com erro padrio de trés réplicas.

Figura 40: Aspetos da organogénese em Distichoselinum tenuifolium em segmentos foliares cultivados em
BA. Formagdo direta de rebentos na zona de corte, que se desenvolvem bem em altura, comoem b). ¢)
Pormenor ampliado de a). d) Varios rebentos formados do mesmo segmento foliar. E) Rebentos caulinares

imediatamente antes da cultura para indug¢ao de enraizamento.
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3.2.24. Enraizamento e aclimatacio ex situ

A formacgao de raizes nos rebentos caulinares formadas in vitro por proliferacao de
meristemas e por organogénese, ocorreu mesmo na auséncia de auxinas e os rebentos (1,5
cm ou 6 cm de comprimento, respetivamente). Plantulas formadas por organogénese
puderam enraizar ap6s 1,5 meses de cultura em meio MS base (Fig. 41a).

A fase seguinte de aclimatacdo na cdmara de cultura (Figs. 41b, 41c) ocorreu nas
mesmas condi¢des descritas para D. carota subsp. halophilus, seguida da instalacdo das
plantas no exterior, nos viveiros e na escola médica do Jardim Botanico, onde puderam
completar o ciclo de vida decorridos dois anos, com a produgdo de flores e frutos

(Fig.41d).

Figura 41: Aclimatagdo de plantas de Distichoselinum tenuifolium formadas por organogénese. a) Plantas
enraizadas in vitro prontas a envasar. b) Envasamento com prote¢ao inicial, retirada em c), apds uma semana.

d) Planta ap6s 2 anos de ser instalada no JBUC, com uma inflorescéncia em formagao.

Relativamente as plantas micropropagadas por embriogénese somdatica foram
instaladas em viveiro (Fig. 42a) consoante procedimentos descritos para D. carota.
Decorrido cerca de um ano de cultura nos viveiros (Fig. 42b), evoluiram no seu
desenvolvimento (Figs. 42b, 42c), com a producao das primeiras umbelas (Fig. 42d) de

morfologia idéntica as da plantas-mae.
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Figura 42: Aclimataco de plantas de Distichoselinum tenuifolium produzidas por embriogénese somatica. a)
Plantacdo no JBUC. b) Doze meses apos plantagdo. c) Plantas desenvolvidas ap6s 14 meses. d) Plantas em

floracdo e inicio de frutificag@o, decorridos 16 meses nos viveiros do JBUC.

3.2.3. Angelica pachycarpa

Seguindo a mesma metodologia descrita para os casos anteriores procedeu-se a
ensaios in vitro de proliferacdo de meristemas axilares com BA e de indugdo de

embriogénese somatica com 2,4-D.

3.2.3.1. Proliferacio de meristemas

Os apices caulinares (Fig. 43b) foram isolados de plantulas de Angelica pachycarpa
obtidas pela germinacao de sementes colhidas em habitat natural (Fig. 43a). Inoculados em
meio MS com BA (Tabela 23), nas mesmas condi¢des descritas para Daucus, deram
origem a rebentos caulinares (Fig. 43 c), num primeiro e segundo ciclos de 30 dias de
cultura in vitro (Tabela 23).

Ao final do primeiro ciclo, as plantulas produzidas (Fig. 43c) foram cortadas e a
parte basal (stump) foi cultivada nas mesmas condi¢des de cultura, sendo as plantulas
preparadas para a fase seguinte de enraizamento (Fig. 43d).

Os resultados indicam a produgdo de poucos rebentos caulinares, com uma média

idéntica em todos os meios testados, incluindo o meio base. O meio contendo 2 mg/L BA
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apresentou a média mais elevada de rebentos caulinares (2,5 por explante) produzidos na

primeira inoculagao (Tabela 23).

Tabela 23: Formagao in vitro de rebentos caulinares apds duas inoculagdes dos apices caulinares de Angelica

pachycarpa.
Numero de rebentos caulinares por explante inoculado* Total de rebentos caulinares
BA (mg/L) (média) nos dois ciclos de cultura
. ~ . - (média)
1% inoculacao 2% inoculacao
0 2,1 1,7 3,8
0,1 2,0 1,8 3,8
1 1,9 1,2 3,1
2 2,5 1,5 4,0

*Cada experiéncia foi repetida trés vezes com 14 a 40 explantes por tratamento

3.2.3.2. Enraizamento e aclimatac¢ao

Os rebentos caulinares isolados do explante foram cultivados em meio MS
suplementado com 0,1 mg/L IBA para enraizamento. A formacao de raizes foi observada
(Fig. 43d) apos 1,5 més de cultura, sendo registada uma percentagem de enraizamento de
32,8% (de 58 rebentos produzidos 19 enraizaram).

Seguindo a metodologia descrita para Daucus, as plantas foram envasadas e

instaladas nos viveiros, onde completaram o ciclo de vida.

3.2.3.3. Embriogénese somatica

Segmentos de raizes e segmentos foliares (0,5-1cm comprimento) (Fig. 43b)
cultivados em meios com 0,1 e 1 mg/L de 2,4-D produziram, apos 2,5 meses de cultura,
massas de calos (Fig. 43e) a partir dos quais se observou a formagdo de embrides
somaticos (Fig. 43f).

Os calos embriogénicos foram produzidos em maior quantidade a partir das porgdes
radiculares e estas culturas puderam ser mantidas nas mesmas condi¢des por mais de um
ano sem perda do seu potencial para originar embrides somaticos. Os calos foram mantidos
in vitro com repicagens mensais em meio de indu¢do suplementado com 2,4-D (0,1 e 1
mg/L). Quando transferidos para meios MS produziam de novo embrides somaticos ao

final de 1,5 meses de cultura.
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A percentagem de inducao de calo foi avaliada nestas culturas (Tabela 24), em que
a indu¢ao de embrides somaticos foi melhor sucedida em meio base quando as culturas
provinham do meio 0,1 mg/L 2,4-D, do que com a maior concentracao (51,25% e 25,8%,

respetivamente) (Tabela 24).

Tabela 24: Inducao de embriogénese somatica em Angelica pachycarpa, em calos mantidos in vitro mais de

um ano.
N°de N° de eleacrlletes N° de embrides
. explantes (0,5- | explantes com P Sem somaticos Indugio
Meio de cultura - ~ com calo e ,
lcm, porgdes formacio de x resposta | (apos subcultura (%)
. embrides .
radiculares) calo e em meio MS)
somaticos
0,1 mg/L 2,4-D 80 25 41 14 112 51,25
1 mg/L 2,4-D 89 48 23 18 69 25,8

Os embrides somaticos atingiram o estagio cotiledonar no meio suplementado com
2,4-D, sendo o desenvolvimento dos embrides somaticos muito assincrono (Fig. 431, 43g).

A conversdao de embrides somaticos em plantulas foi melhor sucedida ap6s um més
de cultura em meio base quando as culturas provinham do meio 0,1 mg/L 2,4-D do que

com a maior concentracdo (53,4% e 33,3%, respetivamente) (Tabela 25).

Tabela 25: Germinagdo de embrides somaticos em Angelica pachycarpa, apés um més de cultura.

N° embriées Embrié rminad
Meios de cultura N° de embrides somaticos germinados Oes(‘ge) o
em meio MS °
2,4-D (0,1 mg/L) >3 )l —~
24D (Img/L) 27 ’ >

Os embrides somaticos ou grupos de embrides somaticos com pequenas porgoes de
calos (Fig. 43h) foram transferidos durante 2 meses para o meio base MS para prolongar a
fase de crescimento dos embrides e conversao em plantulas.

As plantulas foram envasadas conforme metodologia descrita e ficaram em
aclimatagdo no fitotrao (fig.43 1), sendo posteriormente instaladas nos viveiros do jardim

botanico (Fig. 43;).
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Figura 43: Micropropagagdo de Angelica pachycarpa. Multiplicagdo de meristemas (a a d) e embriogénse
somatica (e a j). a) Localizagdo das plantas silvestres em habitat natural. b) Trés tipos de explantes
assinalados nas caixas: segmentos foliares, porgdes radiculares (seta) e dpice caulinar (seta). ¢) Produgdo de
rebentos foliares a partir do 4pice caulinar cultivado em BA. d) Enraizamento de uma dessas plantulas. e)
Calo embriogénico formado em porg¢des radiculares. f) Diferentes estagios de desenvolvimento de embrides
somaticos. g) Embrides somaticos provenientes de uma s6 amostra/tubo de ensaio. h) Conversio de embrides
somaticos em plantulas. i) Plantas envasadas apés aclimata¢do no fitotrdo. f) Aclimatagdo ex sifu, nos

viveiros do JBUC.

3.2.34. Aclimatacio ex situ e in situ

Os ensaios de transferéncia e instalagdo das plantulas derivadas dos embrides
somaticos para condi¢cdes de exterior foi bem sucedida durante dois anos (Figs. 44a-c) e
observou-se a producio de sementes no segundo ano (Fig. 44c). Estas sementes recolhidas
nos viveiro do jardim botanico estavam viaveis apresentando frequéncias de germinagao in
vitro de 42%, tendo sido utilizadas nas experiéncias seguintes de micropropagacao e

preservadas no banco de sementes do JBUC.
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Figura 44: Aclimatacdo ex-situ de plantulas de Angelica pachycarpa micropropagadas por embriogénese

somatica. a) Instalacdo e desenvolvimento das plantas em viveiro no final do 1° ano. b) Desenvolvimento das

plantas no 2°ano. c¢) Produgio de sementes.

Para a aclimatagdo in situ, as primeiras plantas micropropagadas foram instaladas
em maio de 2008 na ilha Berlenga, nao tendo resisitido até junho desse ano. O processo foi
repetido no ano seguinte, com a plantagdo realizada mais cedo, tentando a aclimatacdo das
plantas logo no inicio do ano.

No inicio de mar¢o de 2009 nove plantas envasadas provenientes de aclimatagdo
em exterior nos viveiros do JBUC, em resultado de embriogénese somatica, foram
transferidas para habitat natural (Fig.45a, 45b). Dois meses depois em maio do mesmo ano,
cinco plantas estavam boas condi¢des (Fig. 45¢). No entanto, em maio do ano seguinte,
2010, todas as plantas tinham morrido, tendo sido instalados ninhos de gaivota nos campos
de ensaio (Figs. 45d, 45¢). Nao tendo havido monitorizacao e acompanhamento periddico
ndo foi possivel a instalacdo bem sucedida, a semelhanca das condi¢des dos viveiros do

JBUC.
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Figura 45: Aclimatagdo in situ de Angelica pachycarpa. a) Primeira fase - instalagdo e sinalizagdo de 10
plantas na primeira semana de marco 2009. b) Localizagdo dos campos de ensaio em frente da localizagdo
das plantas nativas, na dire¢do do farol. ¢) Segunda fase - dois meses depois da instalagdo (maio 2009), cinco
plantas sobreviveram em boas condigdes. d) Terceira fase - no ano seguinte as gaivotas nidificaram e
apoderaram-se dos canteiros, eliminarando todas as plantas, instaladas junto as plantas nativas, ja

frutificadas, em d) e e).

3.2.4. Seseli montanum subsp. peixotoanum

Sementes de Seseli montanum subsp. peixotoanum foram recolhidas de plantas em
habitat natural (Figs. 46a, 46b). Seguindo a metodologia descrita, segmentos foliares e o
apice caulinar (Fig. 46c) foram utilizados para a embriogénese e proliferagdo de
meristemas in vitro em meios suplementados com 2,4-D (0-2mg/L) e com BA (0-2 mg/L),

respetivamente.
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3.24.1. Proliferacao de meristemas

Decorridas quatro semanas de cultura do &pice caulinar (Fig. 46d) os resultados
indicaram que a média de proliferagdo de rebentos formados, nos dois ciclos de 30 dias de
cultura, aumentou com o aumento da concentragdo de BA (Tabelas 26 e 27; Fig. 46¢).
Relativamente ao primeiro conjunto de experiéncias foi atingido um maximo de 4,5
rebentos por explante, no meio contendo BA com a concentracdo de 2 mg/L (Tabela 26).

Num segundo conjunto de experiéncias, € apos a remog¢ao de todos os rebentos para
enraizamento, a parte basal do explante (stump) (Fig. 46f) foi inoculado novamente (Fig.
46 g) no mesmo meio de cultura para um novo ciclo de multiplicagdo. O niimero de
rebentos caulinares produzidos foi mais elevado nesta segunda fase de cultura (Fig. 46h),
em todos os meios testados. O valor médio maximo (7,2 rebentos por explante) foi
encontrado para a concentragdo de 2mg/L BA e o menor (2,6 rebentos por explante) foi
observado usando a menor concentracao de BA (0,1 mg/L) (Tabela 27).

A formacao de um calo organogénico ocorreu na zona de corte do explante (Fig.46
g), dando origem a rebentos adventicios, o que contribuiu para o aumento do nimero total
de rebentos formados.

Os rebentos caulinares puderam enraizar (Fig. 47a) depois de transferidos para
meio base MS, apenas quando o pH foi aumentado para valores entre 6,0-6,4. As plantulas

obtidas eram morfologicamente idénticas as plantas silvestres

Tabela 26: Efeito da concentracdo de BA sobre a proliferacdo de rebentos em apices caulinares de Seseli

montanum subsp. peixotoanum, ap6s4 semanas de cultura.

BA (mg/L) N° de explantes cultivados Inducio (%) N° de rebentos/explante*
0 6 100 0,67 +£0,33
0,1 31 100 3,25+0,17
1 30 100 4,46 + 0,63
2 30 100 4,45+ 0,23

*Cada valor é a média com erro padrdo de trés réplicas.
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Tabela 27: Efeito da concentragdo de BA sobre a proliferacdo de rebentos em apices caulinares de Seseli

montanum subsp. peixotoanum, num segundo ciclo de proliferagio.

BA (mg/L) N° de explantes cultivados Indugdo (%) N° de rebentos/explante*
0 0 100 0£0
0,1 31 100 2,57+ 0,39
1 22 100 5,62 +£0,50
2 22 100 7,20+ 1,74

*Cada valor é a média com erro padrdo de trés réplicas.

Figura 46: Micropropagacdo de Seseli montanum subsp. peixotoanum por proliferagdo de meristemas. a)
Planta em habitat natural, nas rochas ultrabasicas. b) Planta em habitat natural, em maior ampliagdo. c)
Indica¢do do apice caulinar na plantula. d) Explante no inicio do 1° ciclo de 30 dias de cultura. ¢)
Proliferagdo de rebentos foliares decorridos 30 dias, provenientes de meio com maior concentragdo a
esquerda e com menor a direita. f) Corte do stump. g) Segunda inoculagdo. h) Producdo de rebentos

caulinares apés a segunda inoculagio.

3.2.4.2. Enraizamento e aclimatacio ex situ

Os rebentos caulinares (2-3 cm) foram isolados e transferidos para meio MS sem
reguladores de crescimento. A formacao de raizes foi observada (Fig.47a) apenas em meio
MS com pH ajustado para 6,2-6,4. De seguida as plantas foram retiradas dos tubos, limpas

e mantidas em agua (Fig. 47b) para aclimatacdo durante uma semana, antes de serem
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transferidas para vasos e instaladas no fitotrdo. Cerca de 40% das plantulas sobreviveram

(10 em 23) e foram posteriormente transferidas para viveiro (Fig.47c).

Figura 47: Enraizamento ¢ envasamento de Seseli montanum subsp. peixotoanum micropropagado por
proliferacdo de meristemas. a) Rebento enraizado. b) Plantula mantida em agua para aclimatacdo. c)

Plantulas envasadas.

3.2.4.3. Embriogénese somatica

De acordo com os procedimentos descritos, os segmentos foliares (0,5-1 cm)
provenientes da germinagdo in vitro das sementes de Seseli montanum subsp. peixotoanum
colhidas em habitat natural (Fig. 46a, 4ab) foram cultivados em meio MS contendo 2,4-D
(0,1, 1 e 2 mg/L 2,4-D). Os explantes cultivados nestas condi¢des produziram calos
embriogenéticos (Fig. 48a) decorridos 4 meses de cultura (Tabela 28). A maior
percentagem de calos (63%) foi produzida no meio com 2 mg/L, registando-se a menor
percentagem na menor concentragdo de 2,4- D (Tabela 28).

Os calos nodulares (Fig. 48a) foram repicados para meios com igual composig¢ao,
onde os primeiros embrides somaticos se formaram no meio 0,1 mg/L de 2,4-D, decorridos
4 meses de cultura. Nesta altura, avaliou-se a formagao de embrides somaticos em todos os
meios.

No meio com a concentra¢do de 0,1 mg/L de 2,4-D formaram-se, em oito tubos de
ensaio (equivalente a 8 amostras de calo) uma média de 31 embrides somaticos; no meio
com 1 mg/L 2,4-D apenas se formaram, no total, 28 embrides (Tabela 28); no meio com 2
mg/L de 2,4-D ndo houve registo de embrides somaticos no mesmo periodo de cultura
(Tabela 28).

Nas culturas em meios com 0,1 ou Img/L de 2,4-D, os embrides somaticos foram

transferidos para meio com MS, para desenvolvimento dos embrides (Fig. 48d); os calos
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nodosos, com possiveis embrides ainda incipientes, do meio com 2 mg/L 2,4-D foram
subcultivados no mesmo meio. Decorridos 3 meses de cultura foram produzidas 66
plantulas no meio com 1 mg/L e 282 plantulas no meio com 0,1 mg/L (Tabela 29), como
se descreve de seguida.

Foi feita uma extrapolagdo baseada no numero de embrides germinados a partir dos
calos iniciais ap6s 4 meses de cultura. Assim, o meio de indugdo com a menor
concentragdo de 2,4-D (0,1 mg/L) foi o mais eficaz e produziu a maior profusdo de
embrides somaticos em menos tempo (Tabela 28), tendo sido por isso para a estimativa do

potencial embriogénico.

Tabela 28: Embriogénese somatica em segmentos foliares de Seseli montanum subsp. peixotoanum, sob a

acdo de diferentes concentragdes de 2,4-D.

Etapas paracontabilizacio/meses
1%/0 2% /4 3*/4 4%3
24D
(mg/L) N° explantes N° callos N° embrides somaticos N° de plantulas
p germinadas
0,1 100 38 (em medla;jrlafnrzggg)ef somaticos Ver tabela 29
1 100 42 28 66
Nodulos
2 100 61 0 embriogénicos

Avaliou-se o processo de inducdo em oito amostras, encontrando uma média de 31
embrides (por tubo/calo) ap6s 4 meses de cultura. Seguimos, durante 3 meses a evolugado
do material repicado para meio sem hormona, das séries correspondentes a 3 tubos de
ensaio, que contabilizdmos. Calculamos uma média dos valores nestes 3 casos que

utilizdmos para estimar os valores de indugdo (Tabela 29).

Tabela 29: Estimativa de plantulas produzidas por embriogénese somatica em segmentos foliares de Seseli

montanum subsp. peixotoanum, cultivados in vitro em 0,1 mg/L 2,4-D

N° embriées somaticos formados
(por amostra)*

Repicagens dos embrides para MS

N° de plantulas germinadas apés 3

meses
Amostra 1 — 30 Embridesda amostral - 13 tubos 351
Amostra2 — 26 Embridesda amostra2 - 15tubos 405
Amostra3 — 36 Embridesda amostra3 - 12 tubos 324

Média de 1 a 3 =31 embrides
somaticos por amostra

Meédia - 13 tubos

Média de 1 a 3=360plantulas- 360
/13tubos=28plantulas
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Estas contagens e estimativas pretenderam aproximar os valores esperados para
valores corrigidos pela extrapolacdo feita. Assim, em média, podem ser produzidas cerca
de 28 plantulas (Tabela 29), decorridos 7 meses de cultura, de cada tubo de ensaio e
amostra de calo embriogénico onde se produziram embrides somaticos. Embora ndo tenha
havido pesagens das amostras dos calos como em Daucus, as dimensdes eram idénticas as
de Daucus (0,29 mg),

Observou-se, nalguns casos, a producdo de grande quantidade de embrides
somaticos na mesma amostra de material vegetal (Fig. 48c).

Os embrides somaticos desenvolveram-se ainda no meio com 2,4-D (Fig. 48b) e
foram depois transferidos para um meio sem auxina, onde decorridos 3 meses de cultura,
originaram plantulas (Fig. 48d), que foram preparadas para envasamento (Fig. 48 e) de

seguida..

Figura 48: Micropropagagdo de Seseli montanum subsp. peixotoanum por embriogénese somatica. a)
Formagao calo e inducdo de embrides somaticos. b) Germinagdo de embrides. ¢) Embrides provenientes de
uma sé amostra. d) Plantulas resultantes do desenvolvimento de embrides somaticos em meio base. ¢)

Plantulas retiradas dos tubos de ensaio para preparagdo para o envasamento.
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As plantulas formadas eram muito finas e pequenas pelo que foram submetidos a
um periodo mais longo de germinagdo em meio base sem o que rapidamente necrosavam,
em especial no sistema radicular. Todos os meios tinham a particularidade do pH ajustado

a valores entre 6,2- 6,4. Cerca de 50% das plantulas formadas foram envasadas em boas

condi¢des (10 plantas em 20).

Figura 49: Aclimatacdo ex situ de Seseli montanum subsp. peixotoanum. a) Plantas produzidas por
embriogénese somatica em aclimatagdo no viveiro do JBUC. b) Plantagdo de Apiaceae raras na escola
médica do JBUC - acdes de sensibilizagdo para a conservagdo da biodiversidade. c) Planta micropropagada

por multiplicagdo de meristemas, aclimatizada na escola médica, com produgao de flores e frutos, visiveis em

().

As plantulas produzidas in vitro por embriogénese somatica (Fig. 49a) e por
proliferacao de meristemas (Fig. 47) foram aclimatadas em condicdes de exterior nos
viveiros (Fig. 49a) e nos terragos da escola médica do Jardim Botanico da Universidade de

Coimbra (Fig. 49b, 49¢, 49d), onde um exemplar ja produziu flor e fruto (Fig. 49d).

3.2.5. Eryngium duriaei

3.2.5.1. Proliferacdo de meristemas
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Embrides zigobticos retirados in vitro de sementes de Eryngium duriaei colhidas em
duas localidades, Mata da Margaraca e¢ Serra da Estrela (Figs. 50a, 50b) originaram
plantulas (Fig. 50c) decorridos 30 dias de cultura em meio base MS. O &pice caulinar
destas plantulas foi cortado e cultivado em meio com 0,2 mg/L BA ocorrendo a produgdo

de rebentos foliares (Fig. 50d) decorridos cerca de trés meses de cultura in vitro.

Figura 50: Cultura in vitro de Eryngium duriaei. Plantas de Eryngium duriaei em habitat natural onde se
colheram as sementes: a) Mata da Margaraga. b) Serra da Estrela. ¢) Plantulas in vitro decorridos 30 dias. d)
Proliferagédo de rebentos caulinares a partir da cultura, em meio base com 0,2 mg/L BA, do apice caulinar das

plantulas cultivadas in vitro (em c).

3.2.6. Conservacio in vitro, ex situ e in situ — avaliacio final

Os quatro faxa mais vulneraveis, Daucus carota subsp. halophilus, Angelica
pachycarpa, Distichoselinum tenuifolium e Seseli montanum subsp. peixotoanum foram
propagados e mantidos in vitro (Tabela 30). Para cada taxon foram aplicadas duas técnicas

de micropropaga¢do, embriogénese somatica e multiplicagdo de meristemas. Ensaios
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deorganogénese foram também realizados em Distichoselinum tenuifolium, tendo sido
iniciada a cultura in vitro de Eryngium duriaei.
A seguinte tabela resume os melhores resultados obtidos nos diferentes casos para o

tipo de explante, reguladores de crescimento e metodologia utilizados.

Tabela 30: Resultados dos protocolos otimizados para a micropropagacdo dos quatro endemismos mais

vulneraveis das Apiaceae endémicas ibéricas, representadas em Portugal.

Técnicas de
micropropagacio/ Seseli montanum Angelica Distichoselinum D. carota subsp.
Meio de cultura- subsp. peixotoanum pachycarpa tenuifolium halophilus
explante
Embriogénese 0,1 mg/L 2,4-D 0,1 mg/L 2,4-D 1 mg/L 2,4-D 1 mg/L 24-D
e . Segmentos de . Segmentos
somatica Segmentos foliares . Segmentos foliares .
raiz peciolares
Multiplicacéio de 2mg/L BA 2mg/L BA 2mg/L BA 2mg/L BA
meristemas Apice caulinar Apice caulinar Apice caulinar Apice caulinar
Organogénese 2 mg/L BA
ganog - - Segmentos foliares -

A conservacdo ex situ dos quatro taxa mais vulneraveis foi conseguida pela
preservagdo em banco de sementes do JBUC e outras instituigdes congéneres e pela
aclimatizacao das plantas micropropagadas em estufa e posterior integracao das plantas nas
cole¢des vivas do JBUC, viveiros e canteiro da escola médica, onde algumas ja
completaram o ciclo de vida.

Todos os taxa foram igualmente integrados no Herbario COL.

A instalacdo in situ foi bem-sucedida para as plantas micropropagadas de Daucus
carota subsp. halophilus, que completaram o ciclo de vida em habitat natural originando
plantas com sementes viaveis, que foram retiradas e preparadas para ser integradas em
Herbario COL.

A instalacdo de Angelica pachycarpa foi conseguida nos viveiros do JBUC
produzindo sementes viaveis, que foram posteriormente utilizadas nas culturas in vitro e
preservadas no banco de sementes. A curto prazo a instalagdo in sifu foi positiva, pois
cinco das nove plantas demonstravam boas condi¢des apds dois meses de plantacdo, mas
no ano seguinte nao resistiram, em grande parte devido a intervengdo negativa da imensa
populagdo de gaivotas que se instalou na zona de plantagdo incompatibilizando a

manuten¢do das plantas vivas.
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Seseli e Distichoselinum apenas se instalaram ex situ nas cole¢des vivas do JBUC,
onde completaram o ciclo de vida, conforme referido, ndo tendo ainda sido ensaiada a
instalacdo in situ, que contudo serd menos urgente que nas outras duas espécies, cujas

populacdes nativas sdo em quantidade mais reduzida.

3.3. CARACTERIZACAO E AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DOS OLEOS

ESSENCIAIS

Seguindo a metodologia descrita na sec¢do respetiva (2.3.) procedeu-se a colheita
de plantas para extracdo, caracterizacdo e estudo da atividade antifingica dos o6leos

essenciais.

3.3.1. Daucus carota subsp. halophilus

3.3.1.1. Composi¢cio quimica

Os oleos essenciais de Daucus carota subsp. halophilus foram extraidos com
rendimentos de 0,4% para as umbelas em antese e¢ variando entre 0,6% e 1% (v/p) nas
umbelas com frutos maduros.

Os oleos foram analisados por CGL e CGL-EM e a composi¢ao qualitativa e
quantitativa estd apresentada na Tabela 31, onde os compostos estdo listados em ordem de
elui¢do na coluna de polidimetilsiloxano.

A composi¢do dos 6leos obtidos a partir de umbelas colhidas em duas localidades
diferentes do Algarve (Cabo de S. Vicente e Arrifana) ¢ no geral semelhante. No entanto,
existem algumas diferengas importantes entre os oOleos, dependendo do estagio de
desenvolvimento da planta, particularmente na quantidade de fenilpropandides. As
amostras obtidas de umbelas em antese sdo predominantemente constituidas por
hidrocarbonetos monoterpénicos (64,9-76,8%), sendo o sabineno o principal constituinte
(28,3-33,8%), enquanto os principais compostos dos 6leos obtidos a partir das umbelas
com frutos maduros sdo a elemicina (26-31%) e o sabineno (27,6-29%). A elemicina
atinge apenas 6,2% e 5,9%, respetivamente, nos 6leos obtidos de umbelas em antese

(amostras 1 e 3).
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Tabela 31: Composi¢do quimica dos dleos essenciais de Daucus carota subsp. halophilus no Algarve: Cabo

de S. Vicente e Arrifana (amostras 1 e 3 — umbelas em antese; amostras 2 ¢ 4 — umbelas com frutos

maduros).
Percentagem (%)
IR* IR Compostos” Cabo de S. Vicente Arrifana
1 2 3 4
922 1030 a-Tujeno 0,4 0,3 0,4 0,2
930 1030 a-Pineno 12,6 10,1 16,0 12,2
943 1073 Canfeno 0,5 0,5 1,0 0,3
964 1128 Sabineno 28,3 27,6 33,8 29,0
970 1118 B-Pineno 23 2.8 5,1 2,5
980 1161 Mirceno 32 2,6 4,7 2,0
997 1171 a-Felandreno v v 0,1 0,1
1010 1187 o-Terpineno 1,4 0,4 1,4 0,3
1011 1275 p-Cimeno 0,1 0,3 0,1 0,2
1020 1206 Limoneno 11,8 6,5 11,0 5,5
1020 1215 B-Felandreno 0,5 0,2 v 0,1
1025 1235 Z-B-Ocimeno 0,5 0,2 0,2 0,1
1035 1250 E-B-Ocimeno 0,1 v v v
1046 1249 y-Terpineno 2,6 0,8 2,3 1,0
1050 1458 trans-Hidrato de sabineno 0,2 0,4 0,3 0,3
1076 1288 Terpinoleno 0,5 0,2 0,6 0,2
1081 1543 Linalol 0,5 L1 1,2 1,0
1081 1542 cis-Hidrato de sabineno 0,1 0,1 0,2 0,1
1105 1556 cis-p-2-Menteno-1-ol 0,3 0,2 0,4 0,1
1118 1515 Céanfora - 0,1 v -
1120 1620 trans-p-2-Menteno-1-o0l 0,2 0,1 \% \%
1135 1553 Pinocarvona - 0,1 % v
1144 1695 Borneol - v v v
1158 1597 Terpineno-4-ol 4.8 2,1 4,1 2,0
1169 1692 a-Terpineol 0,3 0,2 0,3 0,2
1177 1673 cis-Piperitol \ 0,1 v v
1187 trans-Piperitol \ - v \
1264 1574 Acetato de bornilo 0,2 0,3 0,6 0,1
1330 5-Elemeno 0,3 0.4 0,6 0,4
1328 1688 a-Acetato de terpenilo 0,4 0,1 0,1 0,1
1346 a-Longipineno 0,3 0,1 v 0,1
1369 1487 a-Copaeno v v \% 0,1
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1369 2006 Metileugenol 0,3 0,1 0,1 t
1383 1586 B-Elemeno % 0,1 % 0,1
1405 1563 a-Cedreno 0,3 0,1 v 0,1
1411 1563 Aristoleno 0,2 0,2 v \%
1411 1590 E-B-Cariofileno 1,4 0,8 0,6 0,5
1442 1662 o-Humuleno 0,1 0,1 v v
1446 1661 trans-f-Farnesol 0,3 0,2 \% v
1461 2219 E-Metilisoeugenol 7,4 6,9 0,7 0,5
1466 1699 Germacreno D 0,3 0,2 0,1 0,1
1484 1724 Biciclogermacreno 0,3 0,2 0,3 0,2
1489 B-Himachaleno 0,3 0,1 0,1 0,1
1498 1720 B-Bisaboleno 53 1,8 0,4 0,4
1508 1751 8-Cadineno 0,6 0,2 0,3 0,2
1518 Elemicina 6,2 26,0 5,9 31,0
1530 1766 E-a-Bisaboleno 0,3 0,2 % 0,1
1542 1816 Germacreno B 0,2 0,1 \% 0,1
1557 1968 Oxido de Cariofileno 0,1 0,3 0,3 0,2
1618 2174 T-Muurolol 0,3 0,2 v v
1630 2219 T-Cadinol 0,1 0,2 0,1 0,1
1630 2216 a-Cadinol 0,7 0,2 0,2 0,1
1663 B-Bisabolol 0,1 0,1 v \%
1668 Canfora de juniperus 0,7 0,6 0,3 0,2
1777 Isocalamendiol 0,3 0,3 0,1 0,1
Monoterpenos oxigenados 7,1 5,0 7,5 4,0
Sesquiterpenos oxigenados 2,6 2,1 1,2 0,8
Fenilpropanoides 13,9 33,0 6,7 31,6
Total identificado 98,5 97,3 95,0 92,9

v: vestigios (< 0.05 %); IR* Indices de reten¢o na coluna SPB-1; IR®: Indices de retengdo na coluna SupelcoWax-10.

4 Compostos ordenados por ordem de elui¢do na coluna SPB-1.

Parte do material propagado in vivo e in vitro foi utilizado para a caracterizagao dos

6leos essenciais. Conforme referimos, a utilizagcdo de plantas micropropagadas permite a

obtencdo dos dleos de material vegetal a crescer em condigdes controladas, contribuindo

simultaneamente para uma maior uniformidade dos 6leos obtidos e para uma redugdo dos

impactes ambientais negativos resultantes de uma recolha abusiva de plantas no campo.
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Assim, as plantas micropropagadas de Daucus carota subsp. halophilus e instaladas
nos viveiros do JBUC, completaram o ciclo de vida formando umbelas com frutos maduros
que foram utilizadas para a extra¢do dos 6leos, seguindo a mesma metodologia, tendo-se

observado que tinham composi¢ao quimica idéntica as plantas silvestres.

3.3.1.2. Atividade antifungica

Os 0leos mostraram uma variabilidade de inibi¢do para os varios fungos testados,
como se pode observar na Tabela 32. Os dermat6fitos mostraram maior sensibilidade para
estes 0leos quando comparados com as leveduras e outros fungos filamentosos. A amostra
com teores elevados de elemicina (amostra 2) mostrou ser a mais ativa com valores de

CMI e CML entre 0,16 € 0,32 pL. /mL e 0,32 e 0,64 uL/mL, respetivamente (Tabela 32).

Tabela 32: Atividade antifungica (CMI e CML) dos 6leos de Daucus carota subsp. halophilus contra
estirpes de leveduras, dermatofitos e Aspergillus (amostra 1 — umbelas em antese; amostra 2 — umbelas com

frutos maduros).

Amostra 1 Amostra 2 Fluconazol Anfotericina B
Estirpes
CMI" | CML* | CMI* | CML* | cMI® | cML" | cMI” | CML®
Candida albicans ¢
ATCC 10231 2,5 2,5 1,25 1,25 1 >128 N.T. N.T.
Candida tropicalis
ATCC 13803 2,5 2,5 1,25 1,25 4 >128 N.T. N.T.
gag”dld" hrusei 2,5 2,5 2,5 2,5 64 | 64128 | NT. | NT.
Candida guillermondii
MAT23 1,25 1,25 1,25 1,25 8 8 N.T. N.T.
Candida parapsilosis
ATCC 90018 1,25 2,5 1,25 2,5 <1 <1 N.T N.T.
Cryptococcus neoformans 0,32-
CECT 1078 0,32 0,64 0.64 1,25 16 128 N.T. N.T.
Trichophyton mentagrophytes 0,64- 0,16-
FF7 0,64 125 0.32 0,64 16-32 32-64 N.T. N.T.
%s’f"”po’”m canis 0,64 0,64 0,32 0,32 128 128 N.T. N.T.
Trichophyton rubrum 0,64- 0,32-
CECT 2794 0,64 125 0,32 0.64 16 64 N.T. N.T.
Microsporum gypseum 0,64-
CECT 2905 0,64 125 0,32 0,64 128 >128 N.T. N.T.
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g;;gdermophytonﬂoccosum 0,64 0,64 0,32 0,32 16 16 N.T. N.T.
Aspergillus niger 125 20 10 20 NT NT s ,
ATCC16404 > T .T.

Aspergillus fumigatus

ATCC 46645 125 =20 2,5 >20 | NT. | NT. 2 4
ﬁiﬁergﬂlusﬂam 25 >20 20 >20 N.T. N.T. 2 8

Resultados obtidos em trés experiéncias independentes desenvolvidas em duplicado.
#CMI e CML determinados pelo método de macrodiluigdo e expressos em microlitro por mililitro (v/v).
® CMI e CML determinados pelo método de macrodiluigio e expressos em micrograma por mililitro (p/v).

“Nio testado.

3.3.2. Distichoselinum tenuifolium

3.3.2.1. Composi¢cio quimica

Os Oleos essenciais de Distichoselinum tenuifolium foram extraidos com
rendimentos de 1% para umbelas em antese e variando entre 2% e 2,6% para as umbelas
com frutos maduros (v/p).

A composicdo qualitativa e quantitativa dos 6leos esta apresentada na Tabela 33,
onde os constituintes quimicos estdo listados em ordem de elui¢do numa coluna de
polidimetilsiloxano.

Em geral, a composicao dos 6leos obtidos das plantas colhidas em dois locais
diferentes do Algarve (Moncarapacho e Burgau) e em estaddios diferentes de
desenvolvimento da planta ¢ semelhante. As amostras sdo predominantemente compostas
por hidrocarbonetos monoterpénicos (86,2-93,1%), sendo o principal composto o mirceno
(47,7-84,6%), com a maior concentracao nos 6leos obtidos a partir das umbelas com frutos
maduros. Algumas diferengas qualitativas foram observadas especialmente no limoneno,
que atingiu uma percentagem importante nos 6leos nas plantas obtidas na localidade de

Burgau (13,6-19,9%).
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Tabela 33: Composicdo dos 6leos essenciais de Distichoselinum tenuifolium (amostras 1 e 3 - umbelas em

antese; amostras 2 ¢ 4 - umbelas com frutos maduros).

Percentagem (%)

IR? IR® Compostos? Moncarapachoo Burgau

1 2 3 4
921 1016 Tricicleno v v v v
922 1030 a-Tujeno 0,1 v 0,3 0,2
930 1030 a-Pineno 1,3 0,8 0,6 1,2
943 1073 Canfeno 0,1 0,1 \% v
964 1128 Sabineno 2,2 0,2 11,0 6,0
970 1118 B-Pineno 0,9 0,7 0,7 1,1
980 1161 Mirceno 77,4 84,6 47,7 59,2
997 1171 o-Felandreno 0,6 0,3 0,3 v
1010 1187 o-Terpineno 0,4 0,1 1,1 v
1011 1275 p-Cimeno 0,3 0,1 0,3 1,0
1020 1206 Limoneno 5,6 1,5 19,9 13,6
1020 1215 B-Felandreno 1,4 0,2 1,2 1,7
1046 1249 y-Terpineno 0,7 0,1 2,7 v
1050 1458 trans-Hidrato de sabineno v v 0,2 N
1076 1288 Terpinoleno 2,0 0,5 1,5 v
1081 1543 Linalol 0,3 0,1 v 0,2
1081 1542 cis-Hidrato de sabineno v v 0,2 v
1084 Perileno v 0,1 v 1,9
1145 1666 Criptona v v \% 0,1
1157 1839 p-Cimeno-8-ol v v v 0,3
1158 1597 Terpineno-4-ol 0,9 0,1 4,1 1,5
1169 1692 a-Terpineol v v 0,2 v
1194 1824 trans-Carveol \% v v 0,2
1203 1467 Acetato de fenchilo 0,1 0,2 \% v
1206 Timil metil 6xido v 0,1 v 0,5
1210 1724 Carvona v v v 0,4
1328 1688 a-Acetato de terpenilo \% 0,1 v 0,2
1369 1487 o-Copaeno 2,9 v 3,8 v
1466 1699 Germacreno D 0,6 0,5 0,6 \%
1508 1751 d-Cadineno 0,1 v 0,1 v
1542 trans-Nerolidol \% 0,2 \% 0,2
1618 2174 T-Muurolol v 0,1 \% v
1622 2212 B-Eudesmol v 0,1 v v
1630 2216 a-Cadinol v 0,2 0,2 v
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1639 2197 Bulnesol v v 0,3 v
Hidrocarbonetos monoterpénicos 93,1 89,4 87,4 86,2
Monoterpenos oxigenados 1,7 0,9 5,1 3,6
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 3,6 0,6 4,5 0,2
Sesquiterpenos oxigenados 0,2 0,6 0,7 0,4
Total identificado 98,6 91,5 97,7 90,4

v: vestigios (< 0.05 %); IR* Indices de reten¢do na coluna SPB-1; IR®: Indices de reten¢do na coluna SupelcoWax-10.

* Compostos ordenados por ordem de elui¢do na coluna SPB-1.

3.3.2.2. Atividade antifungica

A avaliagdo da CMI e CML do 6leo mostrou uma variabilidade de inibi¢do contra
os varios fungos testados (Tabela 34). Os dermatoéfitos e Cryptococcus neoformans
mostraram ser mais sensiveis para este 6leo do que as espécies de Candida e Aspergillus,
com valores de CMI e CML que variaram entre 0,32 uL/mL e 1,25 pL/mL (Tabela 34).

Paralelamente foi avaliada a atividade antifingica do mirceno, o principal
composto do 6leo essencial, tendo-se observado que o 6leo tem maior atividade que o

mirceno.

Tabela 34: Atividade antifangica (CMI e CML) do 6leo de Distichoselinum tenuifolium e do

mirceno contra estirpes de leveduras, dermatofitos e Aspergillus.

Oleo essencial Mirceno Fluconazol Anfotericina B
Estirpes

cMmr* CML* cMmr cML* | cMI® | CML® | cMI® | CML®
Candida albicans ATCC 25 5 5,0-10,0 | >20,0 1 > 128 N.T.C N.T.
10231
Candida tropicalis ATCC 5 5 20,0 >20.0 4 - 128 NT. NT.
13803

; ; 64—

Candida krusei H9 5 5 10,0 20,0 64 128 N.T. N.T.
Candida guillermondii
MAT23 2,5 2,5-5 2,5 >20,0 8 8 N.T. N.T.
Candida parapsilosis ATCC 2.5 510 2.5 >20,0 <1 <1 NT. NT
90018
Cryptococcus neoformans 0,64-
CECT 1078 0,32-0,64 0,64 0,64 125 16 128 N.T. N.T.
gf;’h"phy ton mentagrophytes 0,64 1,25 50 50 | 1632 | 3264 | NT. | N.T.
Microsporum canis FF1 0,64 0,64 1,25-2.,5 1’2227 128 128 N.T. N.T.
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Trichophyton rubrum CECT 0,64 1,25 2.5 2.5 16 64 NT. | N.T.
2794

Microsporum gypseum CECT 1,25 1,25 5 5 128 | >128 | NT. | NT.
2905

gg’gd”mol’ hyton floccosum 0,64 0,64 1,25 2,5 16 16 NT. | NT.
Aspergillus niger ATCC16404 2,5 >20 >20 >20 N.T. N.T 1-2 4
Aspergillus fumigatus ATCC 2.5 =20 20,0 >20.0 NT. NT. 2 4
46645

Aspergillus flavus F44 20 >20 > 20,0 > 20,0 N.T. N.T. 2 8

Resultados obtidos em trés experiéncias independentes desenvolvidas em duplicado.
#CMI e CML determinados pelo método de macrodiluigdo e expressos em microlitro por mililitro (v/v).
® CMI e CML determinados pelo método de macrodiluigio e expressos em micrograma por mililitro (p/v).

“Nio testado.

3.3.3. Seseli montanum subsp. peixotoanum

3.3.3.1. Composi¢cio quimica

Os oleos essenciais de S. montanum subsp. peixotoanum foram extraidos com
rendimentos de 0,5% (v/p). A composicdo qualitativa e quantitativa dos o6leos esta
apresentada na Tabela 35, onde os constituintes quimicos estdo listados em ordem de
eluicdo numa coluna de polidimetilsiloxano.

Os hidrocarbonetos monoterpénicos sdo o principal grupo de componentes (79,2-
80,9%). Os principais constituintes dos 6leos de S. montanum subsp. peixotoanum sio o.-

pineno (36-37,1%), B-pineno (22,5-23,6%) e limoneno (7,7-8,8%).

Tabela 35: Composigdo dos 6leos essenciais de Seseli montanum subsp. peixotoanum.

IR? IR" Compostos? Percentagem (%)
1 (Samil) 2 (Alimonde)

921 1028 Tricicleno \% 0,1

930 1029 a-Pineno 36,0 37,1

943 1063 o-Fenchona 0,1 0,1

943 1072 Canfeno 3,1 2,9

943 1127 Verbeneno 0,1 0,2

964 1123 Sabineno 0,8 0,7

969 1116 B-Pineno 22,5 23,6

977 1161 Mirceno 6,5 7,0
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1005 1152 a-Felandreno 0,1 0,1
1012 1272 p-Cimeno 0,1 0,2
1021 1201 Limoneno 8,8 7,7
1021 1210 B-Felandreno 0,6 0,5
1027 1233 E-B-ocimeno 0,1 0,2
1035 1249 Z-B-ocimeno 0,2 0,3
1047 1249 y-Terpineno v \%
1076 1288 Terpinoleno v 0,1
1082 1542 Linalol 0,1 0,2
1120 1639 Pinocarveol 0,2 0,2
1134 1556 Pinocarvona 0,1 0,2
1158 1595 Terpineno-4-ol 0,2 0,2
1164 1615 Mirtenal 0,1 0,1
1169 1689 a-Terpineol 0,3 0,2
1175 1842 Mirtenol 0,1 0,2
1382 1580 p-Elemeno 5,8 5,2
1408 1590 E- B-Cariofileno 0,2 0,3
1467 1699 Germacreno-D 0,8 0,8
1471 1707 B-Selineno 0,4 0,6
1481 1717 Biciclogermacreno 0,9 1,0
1482 1701 o-Selineno 0,7 0,6
1490 1746 Germacreno A 1,6 1,8
1497 1746 v-Cadineno v %
1506 1746 8-Cadineno 0,3 0,1
1557 1964 Oxido de cariofileno 0,5 0,2
Hidrocarbonetos 79,2 80,9
monoterpénicos
Monoterpenos oxigenados 1,1 1,3
Hidrqcarbonetos 10,7 10,4
sesquiterpénicos
Sesquiterpenos oxigenados 0,5 0,2
Total identificado 91,5 92,8

v: vestigios (< 0.05 %); IR* Indices de reten¢o na coluna SPB-1; IR®: Indices de retengdo na coluna SupelcoWax-10.

* Compostos ordenados por ordem de elui¢do na coluna SPB-1.

3.3.3.2.

Atividade antifungica

De um modo geral este 6leo mostrou ser pouco ativo para a maioria das estirpes,

como se pode observar na Tabela 36. A estirpe que mostrou ser mais sensivel foi o

Epidermophyton floccosum com valores de CMI de 0,64-1,25 pl/mL. A atividade
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fungicida dos principais compostos deste 6leo, a-pineno e B-pineno, também foi avaliada,

sendo o a-pineno o composto mais ativo (Tabela 36).

Tabela 36: Atividade antifingica (CMI e CML) do 6leo de Seseli montanum subsp. peixotoanum e de o-

pineno e B-pineno contra estirpes de leveduras, dermatofitos e Aspergillus.

Seseli o-pineno p-pineno Fluconazol Anfotericina B
Estirpes montanum
CMI* | CML* | CMI* | CML® | CMI* | CML* | cMI” | CML" | cMI” | CML®
Candida albicans 0,64- 0,64- ¢
ATCC 10231 >20 >20 125 125 >20 >20 1 >128 N.T. N.T.
Candida tropicalis 1,25-
ATCC 13803 >20 >20 1,25 2.5 >20 >20 4 >128 N.T. N.T.
Candida krusei H9 >20 >20 %’1362_ 0,32 10 10 64 64-128 | N.T. N.T.
Candida
guillermondii 5 10 0,64 0,64 20 20 8 8 N.T. N.T.
MAT23
Candida
parapsilosis 10-20 10-20 0,32 0,32 20 20 <1 <1 N.T. N.T.
ATCC 90018
Cryptococcus
neoformans CECT 1,25 2,5 0,08 0,32 5 5-10 16 128 N.T. N.T.
1078
Trichophyton 0.32-
mentagrophytes 1,25 2,5 0,32 ’ 10 10 16-32 32-64 N.T. N.T.
0,64
FF7
Microsporum 0,16-
canis FF1 1,25 1,25 0,16 0.32 5,0 5,0 128 128 N.T. N.T.
Trichophyton
rubrum CECT 1,25 2,5 0,08 0,08 5-10 5-10 16 64 N.T. N.T.
2794
Microsporum
gypseum CECT 2,5 2,5 0,16 0,16 10 10 128 >128 N.T. N.T.
2908
Epidermophyton 0,64- 0,64-
Jfloccosum FF9 125 125 0,16 0,16 5-10 5-10 16 16 N.T. N.T.
Aspergillus niger
ATCC16404 2,5-5 >20 2,5 5 >20 >20 N.T. N.T. 1-2 4
Aspergillus 1.25-
Sfumigatus ATCC 10 >20 1,25 ) >20 >20 N.T. N.T. 2 4
2,5

46645
?iﬁergilm Jlavus | 220 | >20 125 | 125 | >20 | >20 | NT. | NT. 2 8

Resultados obtidos em trés experiéncias independentes desenvolvidas em duplicado.
#CMI e CML determinados pelo método de macrodiluigdo e expressos em microlitro por mililitro (v/v).
®CMI e CML determinados pelo método de macrodilui¢do e expressos em micrograma por mililitro (p/v).

“Nio testado.
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3.3.4. Thapsia minor

3.34.1. Composicao quimica

Os oleos essenciais foram obtidos com um rendimento de 3,1% e 3,25% (v/p),
para as amostras colhidas na Queimadela (amostra 1) e em Muceldao (amostra 2),
respetivamente. Os 6leos foram analisados por CGL e CGL-EM e a composicdo qualitativa
e quantitativa ¢ apresentada na Tabela 37, onde os compostos estdo listados em ordem de
eluicdo numa coluna de polidimetilsiloxano.

A fracdo contendo monoterpenos oxigenados ¢ dominante (87,1% e 87,4%),
enquanto a fragdo sesquiterpénica apenas representa 1,1% do dleo. O acetato de geranilo ¢
o principal constituinte nas 2 amostras (82,3 e 83,0%, respetivamente), podendo, assim,

esta planta ser considerada uma boa fonte vegetal deste composto.

Tabela 37: Composi¢do dos 6leos essenciais de Thapsia minor em Portugal.

Percentagem (%)
IR* IR” Compostos’ Amostra 1 Amostra 2
(Queimadela) (Mucelao)
930 1029 o-Pineno 0,7 0,8
964 1127 Sabineno 1,6 1,4
969 1116 B-pineno v 0,4
977 1161 Mirceno 0,7 0,8
1005 1152 A-3-Careno 0,7 0,1
1012 1272 p-Cimeno 2,3 3,1
1019 1214 1,8-Cineol 0,4 0,5
1027 1233 cis-p-Ocimeno v 0,1
1035 1249 trans-B-Ocimeno v 0,2
1047 1249 y-Terpineno 3,2 3,0
1082 1542 Linalol 2,0 2,0
1158 1595 Terpineno-4-ol 0,3 0,6
1169 1689 a-Terpineol v 0,6
1233 1842 Geraniol 1,8 0,5
1342 1722 Acetato de nerilo 0,3 0,2
1357 1750 Acetato de geranilo 82,3 83,0
1408 1590 E-B-Cariofileno 0,5 0,5
1467 1699 Germacreno-D 0,3 0,3
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1557 1968 Oxido de cariofileno 03 0,2
Hidrocarbonetos monoterpénicos 9,3 9,9

Monoterpenos oxigenados 87,1 87,4

Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 0,8 0,8

Sesquiterpenos oxigenados 0,3 0,2

Total identificado 97,5 98,3

v: vestigios (< 0.05 %); IR* Indices de reten¢éio na coluna SPB-1; IR®: Indices de retengdio na coluna SupelcoWax-10

* Compostos ordenados por ordem de elui¢do na coluna SPB-1.

3.34.2. Atividade antifungica

O o6leo mostrou ser mais ativo para os dermatofitos, Crytococcus neoformans e
Candida guillermondii com valores de CMI variando entre 0,32 e 1,25uL./mL (Tabela 38).

Foi também avaliada a atividade do principal composto do 6leo, o acetato de
geranilo, que também demonstrou boa atividade para as mesmas estirpes.

A atividade antifiingica do 6leo podera ser associada a contribui¢do significativa do

monoterpeno oxigenado, acetato de geranilo.

Tabela 38: Atividade antifungica (CMI e CML) do 6leo de Thapsia minor ¢ do acetato de geranilo contra

leveduras, dermatofitos e estirpes de Aspergillus.

Thapsia minor Acetat(? de Fluconazol Anfotericina B
Estirpes geranilo
cmr CML* cMmr CML* cmr CML" cmr CML"
Candida albicans ¢
ATCC 10231 10 >20 >20 >20 1 >128 N.T. N.T.
Candida tropicalis
ATCC 13803 5-10 >20 >20 >20 4 >128 N.T. N.T.
Candida krusei H9 10 >20 10-20 >20 64 64-128 N.T. N.T.
Candida guillermondii
MAT23 0,64 5 1,25 10-20 8 8 N.T. N.T.
Candida parapsilosis
ATCC 90018 >20 >20 2,5-5 20 <l <l N.T. N.T.
Cryptococcus
neoformans CECT 0,32 0,64 0,32 0,64 16 128 N.T. N.T.
1078
Trichophyton 0,64- 0,32-
mentagrophytes FF7 125 1,25 0.64 0,64 16-32 32-64 N.T. N.T.
Microsporum canis 0,16-
FF1 0,64 0,64 0,16 032 128 128 N.T. N.T.
Trichophyton rubrum 0,32- 0,32 - 0,32-
CECT 2794 0,64 0,64 0,32 0,64 16 64 N.T. NT.
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fgféccr;sgg(’;gm gypseum 017’62‘?5' 01”62‘;‘ 0.64 | 064 128 >128 N.T. N.T.
ﬁéﬂzzfszl)g’;” %’361' %’3624' 016 | 0,16 16 16 N.T. NT.
i»*%?ceggll'lézg Z’iger 5 >20 >20 >20 N.T. N.T. 1-2 4
iﬁérégi{éuggmigams 25 =20 10-20 >20 N.T. N.T. 2 4
Aspergillus flavus F44 >20 >20 >20 >20 N.T. N.T. 2 8

Resultados obtidos em trés experiéncias independentes desenvolvidas em duplicado.
# CMI e CML determinados pelo método de macrodiluigdo e expressos em microlitro por mililitro (v/v).
®CMI e CML determinados pelo método de macrodiluigio e expressos em micrograma por mililitro (p/v).

°Nio testado.

Os resultados do estudo dos 6leos essenciais das outras trés subespécies nativas de
Daucus carota (subsp. carota, subsp. gummifer e subsp. maximus), bem como de

Eryngium duriaei estdo descritos de seguida, capitulo 3.3.5.1 e 3.3.5.2., respetivamente.

3.3.5. Oleos essenciais e quimiotaxonomia

3.3.5.1. Daucus carota L.

O estudo da quimiotaxonomia das subespécies deste faxon concretizou-se com a
avaliacdo morfologica das plantas, dos frutos e do teor em DNA, conforme apresentado na
seccdo 3.1.3.1. Relativamente as mesmas populacdes, referidas na secao 2.1.4.,
complementou-se este estudo com a andlise dos 6leos essenciais obtidos de D. carota
subsp. halophilus, D. carota subsp. carota, D. carota subsp. gummifer € D. carota subsp.
maximus.

Foram realizadas véarias amostragens em varias populacdes e localidades de
Portugal Continental, conforme indicamos na Tabela 39, para que os resultados pudessem
ser representativos e se pudessem correlacionar com os outros carateres estudados
(carateres morfologicos e genoma).

A composicao qualitativa e quantitativa dos 6leos essenciais das quatro subespécies
nativas de Portugal Continental esta descrita na Tabela 39 onde os compostos estio eluidos

de acordo com a coluna de polidimetilsiloxano.
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Na tabela estdo indicados para cada composto os valores minimos e maximos
encontrados nos 6leos das varias amostras analisadas.

Os oleos dos quatro taxa foram obtidos de plantas na mesma fase vegetativa.
Apesar de se observar alguma variabilidade intra-especifica, provavelmente devida as
diferentes condi¢des edafoclimaticas em que vegetam as plantas nas varias populagdes,
observou-se que os hidrocarbonetos monoterpénicos € os monoterpenos oxigenados foram
sempre os principais grupos de constituintes identificados nos 6leos de D. carota subsp.
carota e D. carota subsp. gummifer, enquanto que os hidrocarbonetos monoterpénicos e os
fenilpropanoides foram dos principais grupos de compostos identificados nos 6leos de D.
carota subsp. maximus € D. carota subsp. halophilus. Foram observadas algumas
diferengas importantes no que respeita aos componentes principais dos oleos destes quatro
taxa.

D. carota subsp. maximus tem a asarona como constituinte caracteristico, uma vez
que este ¢ um composto importante neste taxon (5,8-25,8%) e esta ausente em todos as
outras subespécies. Além deste composto outros fenilpropanodides estdo também muito
bem representados neste taxon, como o E-metilisoeugenol (8,2-15,7%) e a elemicina (4,9-
13,6%). Dos monoterpenos destacam-se o a-pineno (10-25,9%) e o acetato de geranilo
(3,4-16%) e dos sesquiterpenos o B-bisaboleno (8,3-15,1%).

D. halophilus carateriza-se por ter teores elevados de fenilpropandides, em especial
elemicina (15-31%). Dos hidrocarbonetos monoterpénicos distingue-se o a-pineno (12,2-
23%) e o sabineno e (9-29%).

D. carota subsp. gummifer e D. carota subsp. carota caracterizam-se por ter
percentagem elevada de o-pineno (11-31% e 13-27,1%, respetivamente) e acetato de
geranilo (18-55% e 28,7-65%, respetivamente) e ter baixo teor de fenilpropandides. No
0leo destes dois faxa algumas pequenas diferencas foram observadas nos teores de carotol

e de 11aH-himachal-4-en-1-B-ol, dependendo da origem geografica das plantas.
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Tabela 39: Composicdo dos dleos essenciais

Resultados

das quatro subspécies de Daucus carota L. em Portugal

Continental.
Percentagem (%)

RI" RI® Compostos® D. carota D. carota D. carota D. carota

subsp. subsp. subsp. subsp.

maximus gummifer carota halophilus
922 1030 a-Tujeno v-0,2 v-0,2 % 0,2-0,4
930 1030 a-Pineno 10,0-25,9 11,0-31,0 13,0-27,1 12,2-23,0
943 1073 Canfeno 0,5-1 0,6-1 0,5-0,6 0,3-0,5
964 1128 Sabineno 1,2-1,3 2,1-10 0,6-0,9 9,0-29,0
970 1118 f-Pineno 4,0-6,8 3,8-5,2 2,3-4,5 2,2-2,8
980 1161 Mirceno 1,4-3,0 2,1-3,7 1,2-2,5 2,0-3,1
997 1171 a-Felandreno \% v-0,1
1010 1187 a-Terpineno 0,1-0,7 0,3-1,3
1011 1275 p-Cimeno v-0,3 0,1-0,3
1020 1206 Limoneno 1,8-3,3 5,8-9,0 1,2-9,0 5,5-12,0
1020 1215 B-Felandreno 0,3-0,4 v-0,5 0,1-0,5
1025 1235 Z-B-Ocimeno v-0,1 0,6-2 0,1-0,2 0,1-0,5
cis-Verbenol v-0,1
1035 1250 E-B-Ocimeno v-0,1 0,2-4,1 0,1-0,2 v-0,1
1046 1249 y-Terpineno 0,2-1,7 0,8-2,6
1050 1458 trans-Hidrato de sabineno v-0,3 0,1-0,4
1162 1624 Mirtenal 0,1-0,2
1169 1690 a-Terpineol v-0,1
1076 1288 Terpinoleno v-0,3 0,2-0,5
1081 1543 Linalool 0,9-1,3 0,4-1 1,3-1,6 0,5-1,1
1081 1542 cis-Hidrato de sabineno v-0,2 v-0,1
1105 1556 cis-p-2-Menteno-1-ol v-0,1 0,1-0,2
1120 1620 trans-p-2-Menteno-1-ol % v-0,2
trans-Verbenol v-0,1
1135 1553 Pinocarvona t
1144 1695 Borneol t
1158 1597 Terpineno-4-ol 0,1-2,1 v-0,1 2,0-4,7
1169 1692 a-Terpineol v-0,1 v-0,1 0,2-0,3
1176 1699 Verbenona v-0,1
1177 1673 cis-Piperitol 0,1-v
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1187 trans-Piperitol v \% v
1208 Nerol v-0,1
1233 1838 Geraniol 0,5-1,2
1239 1555 Acetato de linalilo 0,1-0,3
1240 1730 Geranial v-0,3
1264 1574 Acetato de bornilo 0,3-0,4 0,1-0,3
1330 1465 d-Elemeno v-0,1 0,1-0,4
1328 1688 o-Terpinil acetato 0,1-0,3 0,1-0,4
1341 1723 Acetato de nerilo v-0,1
1346 a-Longipineno v-1,0 0,1-0,3
1363 2225 Acetato de geranilo 3,4-16,0 18,0-55,0 28,7-65,0 v-1,0
1369 1487 a-Copaeno v-0,1 v-0,1
1369 2006 Metileugenol 0,1-0,2 v-0,3
1381 1534 B-Cubebeno v v
1383 1586 - Elemeno v-0,1 v-0,1
1405 1563 a-Cedreno 0,1-0,3
1411 1563 Aristoleno t-0,2
1411 1590 E-B-Cariofileno 0,1-0,5 0,6-1,1 0,4-1,3 0,5-1,4
1442 1662 a-Humuleno 0,3-0,6 v-0,1 v-0,1
1446 1661 trans-p-Farnesol v-0,3
1448 1665 trans-B-Farneseno 0,1-0,3 0,2-0,3 v-0,1
1461 2219 E- Metilisoeugenol 8,2- 15,7 1,0-1,3 0,5-7,4
Neocalitropseno 0,1-0,5
1466 1699 Germacreno D 2-5,5 v-0,2 0,1-0,3
1473 1708 B-Selineno \% v-0,1
1484 1724 Biciclogermacreno v-0,1 v-0,3 0,1-0,3 0,2-0,3
1489 B-Himachaleno v-0,1 v-1,3 0,1-0,3
1498 1720 B-Bisaboleno 8,3-15,1 0,3-0,5 0,4-3,5
1508 1751 8-Cadineno 0,2-0,5
1518 Elemicina 4,9-13,6 0,1-1,6 15,0-31,0
1530 1766 E-a-Bisaboleno 0,5-4,2 0,1-0,2 v-0,3
1542 1816 Germacreno B v-0,2
1557 1968 Oxido de Cariofileno v 0,1-0,2 0,1-0,3
1581 2001 Carotol v-0,2 5,0-15,0 1,5-6,1
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1618 2174 T- Muurolol v t-0,3
1622 | 2089 | ! IO‘H'hImaﬁal""e“‘l'B' 0,1-1,1 0,5-9,4

1630 2219 T-Cadinol v-0,1 v-0,2
1630 2216 a-Cadinol v-0,2 0,1-0,7
1644 1755 a-Asarona 5,8-25.8

1663 B-Bisabolol v-0,4 v-0,1
1668 Canfora de juniperus 0,2-0,6
1777 Isocalamendiol 0,1-0,3

v: vestigios (< 0.05 %); IR* Indices de reten¢do na coluna SPB-1; IR®: Indices de retencdo na coluna SupelcoWax-10.

# Compostos ordenados por ordem de elui¢do na coluna SPB-1.

3.3.5.2. Eryngium duriaei J. Gay ex Boiss.

Conforme descrito na se¢do 2.1.5., para avaliar as relagdes taxondmicas
relativamente a determinados carateres morfologicos, o nivel de ploidia e contetido de
DNA nuclear foram analisadas plantas silvestres das quatro populagdes de Eryngium
duriaei, na Serra da Estrela, Parque da Peneda Gerés e duas populacdes da Serra do Agor
(Margaraga e Colcurinho), resultados descritos na se¢do 3.1.3.2. Para complementar estes
estudos foi realizada a caracterizagdo dos Oleos essenciais das partes aéreas de individuos
das mesmas quatro populagoes.

Os constituintes dos 0leos essenciais estdo indicados na Tabela 40, de acordo com a
eluicdo numa coluna de polidimetilsiloxano.

Os o6leos sdo predominantemente formados por hidrocarbonetos sesquiterpénicos e
sesquiterpenos oxigenados. Os derivados do cariofilenos sdo constituintes quimicos

importantes em todas as amostras (Tabela 40).
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Tabela 40: Composi¢do do 6leo essencial de populacdes de Eryngium duriaei.

Percentagem (%)
IR IR" Compostos Colcurinho Gerds Margaraca Estrela
<1.700 m <1.700 m <1.700 m >1.700 m
929 1030 a-Pineno 0,7 0,4 0,2 \%
978 1290 n-Octanal 0,4 0,6 0,2 1,8
978 1161 Mirceno v v v v
1019 1206 Limoneno v v \% 1,2
1024 1237 Z-B-Ocimeno 0,3 0,6 0,8 -
1034 1255 E-B-Ocimeno 0,8 0,3 v -
1079 1393 n-Nonanal \% A v -
1181 1495 n-Decanal 0,7 v v 0,3
1235 n.d 2-Decenal 0,1 v v 0,5
1327 n.d. Bicicloelemeno v v v v
1369 1493 a-Copaeno - - - 1,4
1376 1518 B-Burbuneno - - - 0,4
1386 1585 B-Elemeno 0,7 0,3 0,5 2,9
1386 n.d. n-Dodecanal v v 0,1 t
1408 1595 E-B-Cariofileno 6,6 12,2 5,8 6,0
1440 1665 o-Humuleno 0,3 0,4 0,4 1,4
1444 1665 E-B-Farneseno 0,4 0,2 0,4 0,5
1461 1685 a-Neocalitropseno 28,0 32,3 53,0 -
1464 1680 y-Muuroleno - - - 0,4
1468 1676 y-Curcumeno 0,8 0,7 0,4 -
1468 1699 Germacreno D - - - 5,6
1471 1711 B-Selineno 3,1 24 1,5 3,0
1481 1727 Biciclogermacreno 3,4 3,8 24 -
1483 1714 a-Selineno - - - 1,2
1491 1752 Germacreno A - - - 0,6
1503 n.d. Z-Calameleno - - - 0,5
1508 1749 8-Cadineno - - - 1,8
1521 1904 a-Calacoreno - - - 0,5
1556 1969 Oxido de Cariofileno 7,4 7,3 4,1 4773
1556 2112 Espatulenol 1,0 0,2 0,5 -
1561 2063 Globulol 0,5 0,2 0,5 -
1567 1992 Salvial-4(14)-en-1-one - - - 1,2
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1583 2022 Oxido de Humuleno 1,1 0,4 0,4 4,1
1615 2145 | Isocariofileno-14-al (B-Betulenal) 15,8 15,8 8,5 1,1
1631 2214 o-Cadinol - - - 1,7
1637 2344 14-Hidroxi-B-cariofileno 13,7 6,6 5,8 -
Total 86,1 85,0 85,9 85,6

v: vestigios (< 0.05 %); IR* Indices de reten¢do na coluna SPB-1; IR®: Indices de retencdo na coluna SupelcoWax-10.

# Compostos ordenados por ordem de elui¢do na coluna SPB-1.

Foram encontradas diferencas significativas nos constituintes principais dos 6leos
das plantas de populacdes de diferentes altitudes, acima ou abaixo dos 1.700 metros
(Tabela 40).

Os o6leos obtidos de plantas em diferentes regides de altitude menor que 1.700 m
sdo caracterizados por quantidades elevadas de a-neocalitropseno (28-53%), B-betulenal
(8,5-15,8%) e 14-hidroxi-B-cariofileno (5,8-13,7%), enquanto o Oleo das plantas da
populacao da Serra da Estrela (acima de 1.700 m) ¢ caracterizado por teores elevados de
oxido de cariofileno (47,3%) e E-B-cariofileno (6%). O composto principal do dleo de
populagdes localizadas a menos de 1.700m, a-neocalitropseno, ndo estd presente no 6leo
das populacdes que se encontram na Serra da Estrela, onde foi possivel recolher material
em anos diferentes. Constatdmos que nao ha variagdo na composi¢do do oOleo das
populagdes desta regido, e que este ¢ sempre caracterizado por niveis elevados de 6xido de

cariofileno.
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4.1. ENDEMISMOS IBERICOS DAS APIACEAE PORTUGUESAS: UMA REAVALIACAO PARA

FINS DE CONSERVACAO

E sabido que as sociedades humanas foram construidas sobre a biodiversidade,
beneficiando da grande variedade de organismos, que aprendemos a usar como
medicamentos, alimentos, fibras e outros recursos (Diaz et al., 2006). Na realidade, a
biodiversidade tem feito parte integrante da experiéncia humana. Além do seu valor
intrinseco, ecoldgico, genético, social, econdémico, cientifico, educacional, cultural, a
biodiversidade proporciona também valias recreativas e estéticas que recomendam a sua
preservacao. No entanto, muitas atividades indispensaveis a subsisténcia do Homem
conduzem a perda de biodiversidade, tendéncia que devera continuar no futuro.

A mudanga climatica ¢ um processo natural e constitui uma ameaga importante para
a biodiversidade global; contudo, a perturbagdo antropica ¢ a ameaga mais prejudicial de
todas, tendo causado, nas ultimas décadas, o proprio aumento da taxa de alteracdes
climaticas (Shehadeh, 2011). Estima-se que em 2100, 10-30% das espécies a nivel global
podem estar em elevado risco de extingdo (Fischlin et al., 2007; Heyder, 2010), o que
significa que deverd ocorrer um aumento na erosdao genética das espécies, reduzindo
drasticamente a sua capacidade de adaptacdo aos novos e instaveis ecossistemas. A
variabilidade genética dentro das populacdes ¢ essencial para a sobrevivéncia e seguranca
futura de qualquer espécie e sem uma fonte de genes diversificada, mais espécies ficam em
risco devido a falta de capacidade de adaptagdo a ambientes em mudanga (Shehadeh,
2011). Outras ameagas a biodiversidade incluem uma area de distribuicao geografica
limitada, como o caso dos endemismos, e a invasdo de espécies exoticas agressivas, que
podem resultar também de interven¢des humanas, pela interferéncia em ecossistemas
porventura mais delicados.

Nao proteger, para utilizacao futura, a diversidade de importantes culturas vegetais
que constituem grande parte da dieta de cada ser humano seria extremamente insensato.
Shehadeh (2011) refere ainda que, se ndo for por outro motivo, os seres humanos devem
conservar a biodiversidade por propositos egocéntricos. Alids, o Artigo 1° sobre os
objetivos da Convengdo sobre Diversidade Bioldgica (CBD, 1992) indica claramente a
importancia da preservacdo da biodiversidade para a utilizagdo humana. Assistimos

atualmente ao desenvolvimento de trabalho em rede onde especialistas avaliam o valor das
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espécies negligenciadas e subutilizadas, relativamente a possiveis impactos sociais,
ambientais e economicos, as designadas espécies NUSs (Will, 2008).

A diversidade ¢ assim considerada como uma indicacdo do bem-estar do
ecossistema e, consequentemente, da necessidade de protecdo de determinado local, ou
seja: quanto maior o valor de diversidade, maior o valor ecoldégico do ecossistema em
questdo. A perda da diversidade bioldgica em varios ecossistemas em todo o mundo ¢ con-
siderada como a maior mudanca na ecologia contemporanea, que hoje inclui elementos
humanos, socioecondémicos e politicos (MA, 2003; Mlambo, 2012). Atualmente, a
conservagdo da biodiversidade alargou o seu enfoque para além da compreensdo e
preservacao da diversidade de genes, espécies e ecossistemas, devendo ser hoje
abrangidos, na pesquisa pela biodiversidade, os aspetos relativos a promoc¢ao do bem-estar
da humanidade (Rands et al., 2010; Robertson et al., 2010; Probert et al., 2011; Mlambo,
2012), recorrendo aos servicos de base, de abastecimento, de regulagdo e culturais
proporcionados pelos ecossistemas (MA, 2003).

No quadro atual sdo considerados trés alertas fundamentais sobre a biodiversidade a
escala global: (a) as mudancas induzidas pelo homem na orientagdo de perdas e
prevaléncia claras das espécies em comunidades bioticas; (b) os grandes impactos dessas
mudangas nos processos do ecossistema e, portanto, no bem-estar humano, e (c) as
consequéncias negativas, que serdo sentidas desproporcionalmente pelos mais pobres, mais
vulneraveis a perda dos servigos dos ecossistemas (Diaz et al., 2006; Mlambo, 2012).

Numa escala regional, o conjunto dos seres vivos que habita um pais constitui um
patrimonio insubstituivel porque, cada espécie, bem como cada populagdo, abriga na sua
composi¢do genética a informacao de milhdes de anos de adaptacdes que foram evoluindo.

Existem inimeras possiveis abordagens para a conservacdo da diversidade, mas
podem ser caracterizadas trés tipos distintos (¢ complementares): individual, nacional e
global. A primeira refere-se a um estudo numa area individual protegida - um banco de
genes; a segunda, um estudo floristico - conserva¢do da flora de uma regido geografica
definida, usualmente nacional; a terceira, um estudo monografico - a escala global, por
exemplo, constituicdo de um reservatoério/inventario de genes de um determinado taxon
(Maxted e Kell, 2009; Brehm et al., 2011; Kell e Maxted, 2011; Maxted et al., 2011). Este

trabalho enquadrou-se no segundo caso — um estudo floristico, pela conservagdo da flora
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ibérica e endémica da familia Apiaceae, sendo o objetivo principal contribuir para o
conhecimento, preservacao e valorizagao da biodiversidade em Portugal.

E importante comegar por definir e avaliar a diversidade. Ela refere-se a variedade
da vida no planeta, ou seja, a propriedade intrinseca aos sistemas vivos, de serem distintos;
engloba, numa unidade funcional, as plantas, os animais, oS microrganismos, oOs
ecossistemas € 0s processos ecologicos (Diaz et al., 2006). Biodiversidade no sentido
amplo ¢ o numero, a abundancia, a composicdo, a distribuicdo espacial e interagdes de
genotipos, populacdes, espécies, tipos e caracteristicas funcionais e unidades de paisagem
num determinado sistema (Diaz et al., 2006).

Neste trabalho, o desenho experimental comegou com a consulta de floras
portuguesas e ibérica e das checklists disponiveis para estimar a prioriza¢do dos taxa a
estudar, passando pela andlise da sua diversidade e de possiveis falhas de informagao.
Desenvolvido o plano de agdo, avangaram as atividades de campo e de conservagao in situ
e ex situ para o estudo e a caracterizacao dos taxa, e o seu interesse ¢ disponibilidade para
uma utilizagdo sustentdvel, num modelo de conservacdo aproximado ao de Maxted et al.
(1997a); a partir da diversidade vegetal e da exploragdo de campo, o investigador avanca
para estratégias, técnicas e produtos de conservagdo, sua caracterizagdo ¢ utilizacdo. De
acordo com alguns conservacionistas, a conservagao ¢ mais facilmente conseguida se as
populagdes humanas constatam algum valor econdmico nas espécies a proteger (Kareiva e
Marvier, 2007). Assim, juntamente com os estudos para a conservagdo das plantas
endémicas Apiaceae da flora Portuguesa, também se procurou encontrar caracteristicas
dessas plantas suscetiveis de serem exploradas e que possam ter algum interesse do ponto
de vista econdmico. As plantas da familia Apiaceae sdo produtoras de 6leos essenciais e as
atividades bioldgicas dos dleos essenciais produzidos por algumas destas espécies foram
avaliadas. Também, sobre este aspeto, as técnicas de micropropagagdo constituem uma
ferramenta poderosa na conservacao, produgdo e disponibilizacdo de plantas e dos seus
0leos essenciais, ou outros compostos de interesse, que possam ser isolados a partir delas,
evitando assim a sobre-exploragdo de populacdes nativas.

A nossa estratégia de agdo, a escala das possibilidades reais de trabalho, consistiu
numa tentativa de aproximacao a metodologia de conservacao gap analysis que € aplicavel
a qualquer abordagem de conservacdo da biodiversidade (Maxted et al., 2008), que

engloba as tecnologias in situ e ex situ - as duas principais técnicas de conservagdo da
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biodiversidade definidas na CBD (1992) - complementadas com o estudo de herbario e
analises ecogeograficas e de germoplasma.

Seguindo esta metodologia de conservagdo foi construida uma unidade de
conservagao de cariz geral, absoluto, e ndo foi nosso objetivo a utilizagdo de pardmetros de
diversidade bioldgica para avaliagdo da conservacao relativa. Contudo, essa seria uma
possibilidade interessante, num outro estudo de conservagdo de teor mais quantitativo,
passivel de ser desenvolvido na mesma amostragem, por uma equipa mais vasta e
interdisciplinar.

No contexto apresentado revelam-se de extrema importancia todos os esforgos para
a preservacao e a valorizacdo do patrimonio genético, principalmente de espécies raras,
espécies utilizadas em diferentes culturas e de espécies silvestres relacionadas com
espécies cultivadas (CWR) (CBD, 2002; Sharrock, 2006; Maxted e Dulloo, 2008; Maxted
e Kell, 2009). E importante desenvolver programas ex situ e técnicas de micropropagagio
in vitro que permitam a conservacdo do genétipo e a rapida multiplica¢do, estudo e
valorizagdo de plantas (Ekiert, 2000), com eventual contributo para o bem-estar da
humanidade.

Como indicado por Shehadeh (2011), a conservagao efetiva e o uso sustentavel da
biodiversidade requer diferentes ag¢des: o uso complementar de metodologias de
conservacdo ex situ e in situ; a coordenacdo de esfor¢os de conservacao nacionais,
regionais e internacionais; a ligacdo da conservagdo com a utilizagdo para a conservacao;
capacitagdo dos guardides da biodiversidade; adaptacao e melhor compreensdo da biologia,
distribuicdo e ameacas, de varias espécies em genepools, promocao da educacdo e
consciencializacdo sobre a importancia da conservacdo da diversidade das plantas; refor¢o
das capacidades dos sistemas nacionais para a conservagao dos recursos genéticos.

Concretizando uma avaliagdo ampla e genérica dos endemismos ibéricos das
Apiaceae em Portugal, pretendeu-se compatibilizar o conhecimento e a conservagao da
natureza com o uso diversificado e sustentavel dos seus recursos, sensibilizando a

comunidade e estimulando a pesquisa cientifica.
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4.1.1. Taxonomia, fenologia, distribuicio geografica e critérios de conservacio

A consulta de material de herbario e de bibliografia de especialidade para a
identificagdo, o reconhecimento da localizacdo geogréfica, a caracterizagdo do habitat e a
fenologia das espécies vegetais, assumem grande relevancia e maior dificuldade no caso de
espécies raras, como as endémicas, uma vez que as plantas estdo restritas a localizagdes
geograficas especificas e, geralmente, muito limitadas. A Flora Ibérica (Castroviejo ef al.,
2003) apresenta a revisao mais recente sobre as Apiaceae ibéricas e por isso o trabalho de
campo realizado foi baseado nesta obra.

Excluindo Bunium macuca subsp. macuca, foi possivel localizar 13 Apiaceae
ibéricas endémicas em sete anos de herborizacdes (2005-2011) em 162 agdes para
colheitas de campo a 44 localidades, de norte a sul de Portugal. De realgar que 121
herborizagdes em 36 localidades foram para o estudo dos endemismos, mas visitimos
outras oito localidades em mais 41 acdes de campo para o estudo das populagdes das
quatro subespécies nativas de D. carota.

Foram elaborados mais de 150 espécimes voucher, que estdo depositadas em
Herbario COI, e o banco de sementes do Jardim Botanico de Coimbra foi enriquecido com
onze taxa, seis destes integrados na colecao e no /ndex Seminum pela primeira vez, sendo
0s quatro faxa mais vulneraveis micropropagados e posteriormente integrados nas cole¢des
vivas.

Foi possivel constatar que as Apiaceae ibéricas endémicas estdo representadas em
Portugal por plantas com uma larga faixa edafo-climatica e por espécies com grande
variabilidade de habitats, desde os solos ultrabasicos de Tras-os-Montes € Alto Douro
(Seseli montanum subsp. peixotoanum) (Aguiar, 2001) aos solos calcarios do Algarve
(barrocal algarvio-Distichoselinum tenuifolium).

Vérias diligéncias com instituicdes e cientistas da especialidade foram
concretizadas para além de uma pesquisa exaustiva em Herbarios de Portugal e Espanha
relativamente a Bunium macuca subsp. macuca. Como referido, apenas se encontrou um
exemplar deste taxon em Herbario COI onde o autor Mateo Lopez Udias (Castroviejo,
Flora Iberica, X: 66, 2003) refere a colheita em 1901, em Setubal, na provincia de Alto
Alentejo, conforme erradamente interpretado na Flora Ibérica, pois esta regido localiza-se

na Estremadura. Mesmo assim, a planta ndo pdde ser encontrada nem na area de Setubal,
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nem no Alto Alentejo. Além disso, nao foi possivel encontrar outras referéncias a este
taxon em publicagdes especializadas, como sejam as obras de varios taxonomistas
portugueses (Aguiar, 2001; Lopes, 2001; Silveira, 2001; Honrado, 2003; Ribeiro, 2006;
Pinto-Gomes, 2008; Almeida, 2009a). Com base nestes dados, pode ser razoavel
considerar a forte probabilidade deste taxon estar extinto em Portugal.

Conopodium subcarneum e Eryngium galioides t€ém sido considerados como taxa
muito raros em Portugal (Aguiar, 2001; Pinto-Gomes, 2008). Os nossos estudos confirmam
esta constatacdo, visto que apenas pudemos localizar as duas espécies nas provincias da
Beira Alta e do Algarve, respetivamente.

Eryngium galioides esta considerado na Lista de Plantas Vasculares Europeias,
2011 ({UCN Red List of Threatened Species, 2011), como LC-Least Concern, mas 0s
resultados das observagdes efetuadas mostram que deveria ser considerada uma espécie
prioritaria para conservacao, pelo menos em Portugal.

Embora nao seja referido na Flora Ibérica, Eryngium duriaei também foi
encontrado na provincia do Douro Litoral, na Misarela, Serra da Freita, para além de outras
localidades indicadas: Serra da Estrela e Serra do Gerés e duas populagdes distintas na
Serra do Agor (Mata da Margaraga e Colcurinho). Constatou-se que as populagdes acima
de 1.700 m de altitude apresentavam diferengas morfologicas nitidas, relativamente as
outras (700-1.000 m). Esta verificagdo vem ao encontro da alusdo da Flora Ibérica que
refere duas subespécies: duriaei e juresianum. Estudos fitoquimicos com base nos 6leos
essenciais e outras técnicas moleculares puderam esclarecer a caracterizagdo genética e a
quimiotaxonomia destes taxa Eryngium duriaei subsp. duriaei e Eryngium duriaei subsp.
juresianum (Tavares et al., 2012c¢), a apresentar de seguida (se¢do 4.1.1.2.). De igual modo
(se¢do 4.1.1.1.), foi avaliado o teor em DNA e a quimiotaxonomia de populagdes das
quatro subespécies de Daucus carota nativas em Portugal Continental, uma informagao
importante, dada a grande variabilidade morfologica deste faxon, o que torna muito dificil
uma identificacdo inequivoca. As duas chaves taxondmicas apresentadas na sec¢do de
resultados (3.1.3.1. e 3.1.3.2.) foram baseadas no nosso trabalho de campo e nas descrigdes
da Flora Ibérica (2003), para facilitar a melhor identificacdo e distingdo morfologica das 4
subespécies nativas de Daucus carota e das 2 subespécies de Eryngium duriaei.

Embora Angelica pachycarpa ndo conste na Lista de Plantas Vasculares Europeias,

2011 ({UCN Red List of Threatened Species, 2011) e de acordo com outras referéncias
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(Queiroga et al., 2008), verificou-se que esta serd uma das espécies endémicas mais
vulneraveis em Portugal, uma vez que ocorre exclusivamente nas ilhas Berlengas
(Tauleigne ef al., 2004; Queiroga et al., 2008). Alguns resultados sobre a micropropagagado
desta espécie ja foram publicados (Tavares et al., 2009-2010), embora a populagdo
excessiva de gaivotas na ilha Berlenga tenha dificultado o trabalho de monitoriza¢ao para a
instalacdo in situ das plantas micropropagadas, conforme descrito na se¢do 3.2.3.4.

O conjunto de resultados do trabalho de campo efetuado permitiu atualizar os
critérios de conservagdo para algumas das Apiaceae estudadas, nomeadamente:

- Eryngium galioides - embora referida na Flora Ibérica para 5 provincias
portuguesas (Ag AAl BA BAl BB (TM)), apenas foi localizada uma populagao na Nave do
Bardo, Loulé, numa area muito restrita ¢ com condi¢des edafo-climaticas muito
especificas, o que nos leva a incluir esta espécie no grupo 1 — de maior prioridade de
conservagao.

- Eryngium duriaei - foi detetada uma populagdo, ainda que reduzida, na provincia
do Douro Litoral, na Serra da Freita, ndo referenciada na Flora Ibérica.

Para além disso, demonstrou-se que as caracteristicas morfologicas de 4 populagdes
estudadas em diferentes provincias e localidades - Serra da Estrela; Colcurinho, Acgor;
Serra do Gerés; Mata da Margaraga - apresentam diferengas notdrias, consoante se
localizem acima ou abaixo dos 1.700m, pelo que foram estudadas outras caracteristicas
quimicas e do genoma (a apresentar de seguida, secdo 4.1.1.2.), para perceber as relagdes
taxonémicas destas populacdes, que sdo descritas em secdo propria (3.1.3.2.). As
populagdes da Serra da Estrela sao também reduzidas, pelo que sugerimos que este taxon
seja considerado prioritario, pertencendo ao grupo 1.

- Bunium macuca subsp. macuca - embora indicado paraPortugal (Castroviejo et
al., 2003), este taxon nao foi localizado. Apods consulta a varios botanicos e coletores
portugueses e espanhois poderemos supor que esta subespécie endémica ibérica possa estar
extinta em Portugal.

- Conopodium subcarneum — taxon indicado para cinco provincias portuguesas
(BA, (BB), BL, (E), TM); no entanto, as populagdes encontradas na BA sdo pouco
abundantes, pelo que se sugere a realizagdo de mais estudos na prospecao de campo e
localizagdo deste taxon, que por isso ¢ considerado de estudo prioritario, pertencendo ao

grupo 1.
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- Ferulago capillaris — embora indicado para duas provincias portuguesas, BA, Mi,
apenas foi localizado no Minho (Parque Nacional Peneda e Gerés) em populagdes
pequenas e em condi¢des de habitat muito especificas - leito seco do Rio Homem, mata da
Albergaria - devendo ser incentivada a sua prospe¢do em habitat natural, pelo que o
critério de conservagao sera grupo 1 e ndo grupo 2.

- Laserpitium eliasii subsp. thalictrifolium — uma situagdo semelhante a anterior foi
observada para este taxon, que embora indicado para 3 provincias portuguesas -BA, Mi e
TM - apenas parece existir em locais muito especificos, em populacdes pouco
representadas, no mesmo habitat que Ferulago capillaris; devera ser incentivada a sua
pesquisa, pelo que o critério de conservagao serd prioritario: grupo 1 em vez de grupo 2.

- Thapsia minor - embora indicado para nove provincias portuguesas (AAL, Ag,
BA, Bal, BB, BL, DL, E, Mi) este taxon foi localizado sempre em populagdes muito
pequenas, devendo ser feita a avaliagdo e reconhecimento da sua distribui¢do geografica,
pelo que se propde um critério de prioridade de conservagao mediano: grupo 2 € nao grupo
3.

Com base neste estudo propde-se uma nova tabela de critérios de conservagao dos

endemismos ibéricos das Apiaceae portuguesas:
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das Apiaceae portuguesas: atualizacdo de critérios de conservagio

prioritaria.
Provincias Critérios de prioridade Localidades
Taxa . ~ .
localizadas de conservacio avaliadas
. - Grupo 3 para grupo 1 — ~
1. Eryngium galioides Ag RARO em Portugal Nave do Bardo
2.1. Eryngium duriaei subs Grupo 2 para grupo 1~
d. . ry g p- BA presente apenas acima de Serra da Estrela
uriaet 1.700m
Serra da Freita
2.2. Eryngmm duriaei subsp. Mi BL DL. Grupo 2 Ag:cir
Juresianum Gerés
Mata da Margaraga
Cabo S. Vicente
Arrifana
3. Daucus carota subsp. Costa SW, Ag Gruno 1 Cabo Sardio
halophilus BAIE. p Cabo Carvoeiro
Cabo da Roca
Cabo Espichel
4. Bunium macuca subsp. AAL Grupo 1 — extinto? Nao encontrada
macuca
Grupo 2 para grupo 1 — Serra da Arada
5. Conopodium subcarneum BA TM. localizado em populagdes Serra da Nogueira,
pequenas Braganca
Tabuaco
. . AAl Ag BA .
6. Cf)r.zopodmm majus subsp. BAI BB BL DL Grupo 3 Serrzi gi;;relta
marizianum E Mi (R) TM.
Montemuro
7. Sesell montanum subsp. ™. Grupo 1 Alimonde
peixotoanum Samil
8. Angelica major BA BB Mi TM. Grupo 2 Serra da Estrela
. Berlenga
9. Angelica pachycarpa Islands.E. Grupo 1 Berlenga
Guarda
. AAl Ag BA A
10. Ferul'a communis subsp. BAIBB BL E Grupo 3 Evorz}
catalaunica R TM Loulé
' Obidos
Grupo 2 para grupo 1 — Celorico da Beira
11. Ferulago capillaris BA Mi TM. populacdes pequenas em Guarda
habitats muito especificos Gerés
Moncarapacho
12. Distichoselinum tenuifolium Ag. Grupo 1 Espargal
Burgau
13. Laserpitium eliasii subsp. . Grupo 2 para grupo 1 - Gerés
halictrifolium Mi. populagdes pequenas em Braganca
tha habitats muito especificos
Grupo 3 para grupo 2 — Mucelao
14. Thapsia minor BL DL. localizado em populagdes Queimadela
pequenas Piodao, Agor
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Para além da necessaria monitorizagdo das populagdes espontaneas, da
micropropagacdo e valorizacdo das espécies, sua recolha e armazenamento de sementes,
também a educacdo e a sensibilizacdo para a importincia da biodiversidade ¢ fator
indispensavel para a sua conservacdo. Nesse sentido foram realizadas algumas iniciativas
abertas a toda a comunidade nomeadamente no acompanhamento da plantacdo de novas
espécies nas colegoes vivas do jardim botanico de Coimbra, que divulgamos a nivel
nacional e internacional (Projeto Inquire).

O trabalho de campo, a pesquisa em micropropaga¢do e o estudo dos oleos
essenciais foram concretizados nas mesmas populagdes, cujos taxa a que pertencem tém
exemplar testemunho no Herbario de Coimbra e estao referenciados nos anexos I e II.

Convira realgar que embora tenha sido realizado um trabalho de campo exaustivo e
continuado, nas localidades referidas de norte a sul do pais, por um periodo de sete anos,
temos a consciéncia de que este ndo ¢ (nem pode ser) um estudo definitivo nem acabado.
Outros estudos e abordagens podem acrescentar informagao nesta matéria, em regides que
ndo visitdmos ou nas mesmas, em datas diferentes, como decorre de qualquer processo que
envolva espécies vivas que, por definicdo, sdo sistemas dindmicos, implicando o seu

estudo uma atualizagdo e acompanhamento permanentes.

4.1.1.1. Quimiotaxonomia das quatro subspécies de Daucus carota L. nativas

em Portugal

O género Daucus L. apresenta um elevado nivel de variagdes morfoldgicas, bem
expresso nos taxa infraespecificos, como ¢ o exemplo de Daucus carota L. nativo de
regides temperadas da Europa e do sudoeste da Asia. Os seus ancestrais selvagens
provavelmente tiveram origem no Afeganistdo, o centro de diversidade da espécie
(Bradeen et al., 2002) e hoje disseminada em diversos ecossistemas e zonas geograficas
(Amaral Franco, 1974; Castroviejo et al., 2003; Pereira Coutinho, 1939; Sampaio, 1946;
Tutin et al., 1968).

Como foi descrito, as subespécies de D. carota e também a espécie E. duriaei
apresentam um alto nivel de variacdes morfologicas e, apesar das varias descri¢des
disponiveis nas Floras analisadas, essas descricdes ndo sdo, do nosso ponto de vista,

suficientemente claras ou completas para um reconhecimento inequivoco destes faxa.
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Além da caracterizacdo do fendtipo outras ferramentas de diagnostico, como a
caracterizacdo dos Oleos essenciais ¢ do gendtipo dos individuos, foram avaliadas para
certificar a identificacdo dos taxa. Assim, o estudo quimiotaxondémico que nos propusemos
fazer sobre as quatro subspécies de Daucus carota nativas em Portugal Continental e da
espécie Eryngium duriaei foi baseado em diferentes metodologias de analise.

Relativamente a Daucus a avaliagdo morfolégica e da morfometria de amostras de
frutos de diversas populagdes de Daucus carota subsp. maximus mostrou que esta
subespécie ¢ claramente diferente das outras trés subespécies, ndo so pelas dimensdes das
plantas adultas e das umbelas, como pelas caracteristicas dos frutos. O habito desta
subespécie ¢ também nitidamente diferente: ¢ uma planta herbacea com altura até 170
(200) cm, umbelas com 12-23 c¢cm de diametro; os frutos sdo menores, até 2,5 x 2 mm, ¢ 0s
espinhos dos frutos sdo sempre compridos, até¢ 1,50 mm, de &pices estrelados. Os
individuos das outras subespécies sdo plantas herbaceas menores, geralmente até¢ 50 (100)
cm de altura, com umbelas mais estreitas, 3-12 cm de didmetro; os frutos sdo maiores, até
3,5 x 2,5 mm e com espinhos at¢ 1,50 mm de comprimento, que podem ter apices
estrelados, de uma ou duas pontas ou simples. Diferentemente os individuos das subsp.
carota, gummifer ¢ halophilus ndo sdo facilmente distinguiveis morfologicamente, nem
pela morfometria dos frutos.

De um modo geral, a anélise do teor em DNA revelou uma acentuada dificuldade
na obten¢do de histogramas de nicleos com pico G1 inferior a 3% (valor médio CV foi de
5,62%). No entanto, diferengas significativas foram detetadas no tamanho do genoma, com
a subsp. maximus a apresentar o teor de DNA mais elevado e a subespécies halophilus o
menor.

No que respeita aos 6leos essenciais também D. carota subsp. maximus se distingue
dos outros taxa pelo elevado conteudo de asarona, composto ausente nos 6leos essenciais
das outras subespécies As outras trés subespécies (subsp. carota, subsp. gummifer e subsp.
halophilus) apresentam algumas diferencas na composicdo dos Oleos essenciais, em
especial a subsp. halophilus com elevado teor em elemicina (15-31%). Este
fenilpropanoide nao esta presente no 6leo da subespécie gummifer e € apenas um composto
minoritario no 6leo da subespécie carota (0,1-1,6 %). Por outro lado, ¢ muito dificil
distinguir a subsp. carota da subsp. gummifer pelos seus Oleos essenciais, uma vez que

ambos apresentam elevados teores de acetato de geranilo.
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Assim, os O6leos de Daucus carota subsp. maximus e subsp. halophilus sao
manifestamente diferentes das outras duas subspécies (subsp. carota e gummifer) pela
maior quantidade de fenilpropandides. No entanto, no 6leo de Daucus carota subsp.
maximus a asarona ¢ o principal fenilpropandide e no da subsp. halophilus a elemicina,
acompanhada pelo monoterpeno sabineno. Este ultimo composto ¢ minoritario na
subspécie maximus, mas, em contrapartida o 6leo deste faxon tem teores mais elevados de
E-metilisoeugenol e 3 bisaboleno do que a subespécie halophilus.

Embora Daucus carota subsp. halophilus possa ser diferenciado das outras
subespécies, de acordo com algumas caracteristicas morfologicas, pelo tamanho do
genoma e alguns constituintes quimicos dos dleos essenciais, estas diferencas nao sao
suficientemente robustas para separar a subsp. halophilus numa categoria taxondmica
diferente.

Também ndo foi possivel usar dados citologicos, morfologicos e gendmicos para
apoiar a separagao das subsp. carota e subsp. gummifer, nem entre eles, nem em relacao a
subsp. halophilus.

A avaliagdo das populagdes estudadas, recorrendo a caracterizagdo taxonoOmica,
analise microscopica e morfométrica dos frutos, estimativa de nivel de ploidia e a
caracterizacdo dos Oleos essenciais, permitiram separar D. carota L. subsp. maximus
(Dest.) Bal, de entre as 4 subespécies nativas em Portugal.

Desta forma, e considerando a quantidade razoavel de subespécies de Daucus
existentes (cerca de 10), o taxon Daucus carota subsp. maximus deve ser considerado, na
nossa opinido, uma espécie diferente, como foi sustentado por René Desfontaines (D.
maximus Desf.) (Desfontaine, 1798). Pelo contrario, e de acordo com Pujadas Salva
(2003), os trés outros faxa devem manter-se na mesma categoria taxondmica:

Daucus maximus Desf.

Daucus carota L. subsp. carota

Daucus carota L. subsp. halophilus (Brot.) A. Pujadas

Daucus carota L. subsp gummifer Syme

No entanto, mais estudos devem ser desenvolvidos para aprofundar a caracterizagio
destes faxa, em particular do endemismo portugués, Daucus carota L. subsp. halophilus
(Brot.) A. Pujadas, que ja foi considerado por Brotero uma espécie (D. halophilus Brot.)

(Castroviejo et al., 2003)
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Por outro lado, este faxon pela sua tolerancia a salinidade, apresenta ndo apenas
interesse fisiolégico mas também do ponto de vista do melhoramento de plantas uma vez
que esta caracteristica pode vir a ser transferida para a subespécie cultivada, criando assim

variedades de D. carota subsp. sativus tolerantes a salinidade.

4.1.1.2. Quimiotaxonomia das duas subspécies de Eryngium duriaei J. Gay ex

Boiss. em Portugal

Tal como Daucus L., também o género Eryngium L. apresenta uma ampla
distribuicao geografica, conforme ja referido, ¢ uma grande diversidade morfoldgica e
quimica das espécies, relativamente a altura, estrutura e composi¢do dos 6leos essenciais, 0
que parece apontar para uma origem muito antiga deste taxon (Berenbaum, 2001; Bylebyl
et al 2008; Fidelis et al., 2008; Perthuy et al., 2010; Paul et al.,2011).

A comparagdo da caracterizagdo morfologica das diferentes populagdes estudadas
de Eryngium duriaei revelou ndo haver diferengas entre as trés populacdes de altitudes
mais baixas (inferiores a 1.700 m). No entanto, quando essas populacdes foram
comparadas com as populagdes que crescem acima de 1.700m algumas diferengas
morfologicas foram encontradas. Assim, as plantas que crescem em altitudes mais elevadas
eram geralmente herbaceas de folhas coredceas, de 30-60 cm de altura, folhas basais
pecioladas, linear-lanceoladas a oblongo-obovadas, pinatifido-dentadas, sendo as
caulinares sésseis a ligeiramente pecioladas. As plantas que crescem em altitudes mais
baixas eram herbaceas, de folhas membrandceas, muitas vezes atingindo 100 cm,
possuindo as folhas basais quase sésseis, espatuladas, denticuladas para inciso-dentadas,
sendo as caulinares amplexicaules.

Baseado principalmente nessas diferencas morfologicas, Lainz considerou dois faxa
diferentes (Lainz 1966; Lainz 1967), ao nivel especifico (Lainz 1966): E. juresianum (M.
Lainz) M. Lainz e E. duriaei J. Boiss Gay ex. Noutro trabalho, o mesmo autor estabeleceu
duas subespécies de E. duriaei: E. duriaei subsp. juresianum e E. duriaei subsp. duriaei
(Lainz 1969). Esta classificagdo tem sido seguido por outros autores (Pinto da Silva e
Teles, 1999; Jansen et al, 2000). Os nossos dados parecem indicar que as populacdes de
Eryngium duriaie de altitudes mais elevadas (Serra da Estrela) correspondem a E. duriaei

subsp. duriaei enquanto os as outras pertencem a E. duriaei subsp. juresianum.
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A citometria de fluxo e a andlise do caridtipo ¢ do tamanho do genoma das 4
populagdes de Eryngium duriaei foi estimada utilizando citometria de fluxo. A variagao
nesse caracter entre individuos da mesma popula¢do foi muito baixa e ndo significativa;
diferengas no tamanho do genoma foram detetadas entre as popula¢des que crescem em
altitudes mais baixas e da populagdo da Serra da Estrela. Plantas desta 0ltima area
mostraram um teor de DNA nuclear significativamente maior (2C = 6,21 + 0,05 pg / DNA)
do que as outras populagdes (2C = 5,68 + 0,07 pg / DNA). Esta diferenca (» 9%) foi
confirmada como sendo fidvel, com dois picos claramente distintos e que foi repetidamente
observada na analise simultdnea de ambas as populacdes. Apesar das diferencas estudadas
no tamanho do genoma, as analises cariologicas de individuos de duas populacdes de
diferentes altitudes, apresentaram o mesmo niimero de cromossomas, 2n = 2x = 16, que € o
nimero mais comum dentro do género (Nieto Feliner, 2003).

Considerando os dados citologicas e as diferencas morfologicas observadas,
parecem existir duas entidades homoploides distintas, isto €, dois taxa com o mesmo
nimero de cromossomas, mas diferentes quantidades de DNA nuclear.

S6é recentemente, com o avanco da citometria de fluxo, comegou a ser possivel
resolver a taxonomia de grupos homoplodides. Um dos exemplos mais notaveis de grupos
homoploéides com alguma relevancia taxondémica ¢ o género Helleborus (Zonneveld,
2001). As espécies deste género t€ém 32 cromossomas, mas o maior genoma ¢ quase duas
vezes tdo grande como o do menor, e, assim, o tamanho do genoma pode ser uma
ferramenta de diagnostico para distinguir varias espécies.

Se existem numerosos exemplos ao nivel do género (por exemplo, Zonneveld et al.,
2003; Zonnevel e van Jaarsveld, 2005; Leong-Skornickova et al, 2007), a um nivel
inferior ao da espécie, como parece ser este caso, s3o menos os exemplos que se podem
encontrar na literatura. Por exemplo, Loureiro et al., (2007a) distinguiram Festuca ampla
subsp. ampla de subsp. transtagana devido ao seu genoma 5% menor, apesar de ter o
mesmo nimero de cromossomas. Diferencas no tamanho do genoma sido conhecidos por
serem em grande parte causadas por diferentes quantidades de DNA ndo codificante
repetitivo, para os quais podem contribuir elementos transponiveis, DNA satélite, intrdes e
pseudogenes (Bennett e Leitch, 2005).

A caracteriza¢do quimica dos 6leos essenciais de individuos das quatro populagdes

corrobora a distingdo de Eryngium duriaie em duas subspécies: subps. duriaei para
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populagdes acima de 1.700 m (Serra da estrela) e subsp. juresianum para as restantes, de
altitude inferiores.

Nao obstante em todas as amostras os derivados de cariofileno serem compostos
importantes dos oOleos essenciais, predominantemente formados por hidrocarbonetos
sesquiterpénicos e por sesquiterpenos oxigenados, foram encontradas diferengas
significativas nos constituintes principais dos oleos das duas subespécies nas populagdes
de diferentes altitudes. Os Oleos obtidos a partir de plantas colhidas em menores altitudes
foram caracterizados pela presenca de quantidades elevadas de a-neocalitropseno,
enquanto que o 6leo de populacdes da Serra da Estrela (acima 1.700m) foi caracterizado
por niveis elevados de 6xido de cariofileno.

Também se concluiu que em E. duriaei subsp. juresianum, o-neocalitropseno ¢ o
composto principal do dleo e que ndo esta presente no 6leo da outra subespécie, podendo
por isso ser considerado um marcador quimiotaxondémico que ajuda a distinguir os dois
taxa. Além disso, tanto quanto sabemos, este composto nao foi previamente identificado
noutras espécies de Eryngium e num estudo recente de Eryngium aquifolium de Espanha
ndo foi possivel usar compostos especificos como marcadores quimiotaxonémicos para
este taxon (Pala-Paul et al., 2010). No material de Eryngium duriaei da Serra da Estrela
(acima de 1.700 m) ndo houve variacao na composicao do 6leo entre as populagdes desta
regido, sendo o oleo sempre caracterizado por altos niveis de 6xido de cariofileno. Vérios
estudos sobre as espécies de Eryngium puderam sinalizar a presenca deste composto nos
6leos essenciais, embora em menores quantidades (Rodriguez et al. 2002; Pala-Paul et al.,
2005; Capetanos et al., 2007; Pala-Paul et al., 2006; Pala-Paul et al., 2010; Paul et al.,
2011). Algumas outras espécies de Eryngium também tém demonstrado composicoes
dominados por sesquiterpenos, alguns deles pouco comuns, como murol-9-en-15-al,
cadina-9-en-15-al e cadina-9-en-15-ol no 6leo de E. maritimum (Darriet et al., 2012), e
eryng-9-en-15-al no o6leo de Eryngium creticum (Ayoub et al., 2003). Teores muito
elevados de sesquiterpenos ndo sdo muito comuns na familia Apiaceae (Picman, 1986).

Correlacionando todos os dados obtidos, confirma-se a observacao de Lainz (1966;
1969) que dividiu a espécie E. duriaei na subespécie duriaei e juresianum, conforme ja
referimos. Na verdade, os nossos dados indicam que as populagdes estudadas
correspondem a duas subespécie diferentes, ndo apenas pelas caracteristicas morfoldgicas,

mas também pelo tamanho do genoma e pela composicao dos 6leos essenciais, ocupando
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ecossistemas diferentes: E. duriaei subsp. duriaei vegetando em altitudes mais elevadas
(Serra da Estrela) e E. subsp. juresianum crescendo em altitudes mais baixas. O modo
como essas diferengas surgiram durante a evolucdo e sua importancia ecoldgica, sdo
questdes que precisam ser esclarecidas por outros estudos, envolvendo cruzamento e
analise de descendentes entre as duas subespécies. Este trabalho também evidencia a
relevancia das técnicas modernas de analise quimica e gendomica enquanto auxiliares nos

estudos taxondmicos.

4.2. CULTURA IN VITRO — MICROPROPAGACAO

Embora os métodos de propagacdo in vitro tenham sido usados principalmente nas
espécies cultivadas (Engelmann, 1999; Chawla, 2002; Baranski, 2008; Atia et al., 2011;
Jana e Shekhawat, 2011) tem havido um interesse crescente sobre sua aplicabilidade para
propagar espécies raras ou ameacgadas para fins de conservagao (Jaramillo e Baena, 2002;
Engels, 2003; Sarasan et al., 2006; Divakaran e Babu, 2009; RBGKew).

Como parte da estratégia para a conservacdo das quatro Apiaceae ibéricas e
endémicas mais vulneraveis da flora portuguesa utilizaram-se diferentes métodos de
micropropagacdo, desde a proliferacdo de rebentos a indugdo de embriogénese somatica,
tornando possivel a adogdo de diferentes técnicas de multiplicagdo in vitro, de acordo com
o tipo de explantes disponiveis e os objetivos do trabalho. De facto, enquanto a
proliferacao de rebentos caulinares serd mais indicada para obter o mesmo tipo de plantas,
a embriogénese somatica direta ou a partir de calos, preservados a longo prazo, ¢ muitas
vezes responsavel pela regeneracdo de plantas que exibem algum tipo de variabilidade,
caracteristica que pode ser usada para aumentar a diversidade genética de uma populagdo
(Larkin, 1981; Canhoto, 2010).

A metodologia foi idéntica em todos os protocolos de micropropagagdo. Estas
experiéncias demonstraram que estes endemismos, tal como outras Apiaceae (Eikert 2000;
Pant e Manadhar 2007), t€m um forte potencial para a propagacgdo in vitro, uma condi¢ao
favoravel para a sua conservagdo, multiplicagdo e aplicacdo sustentavel, dada a sua
distribuicao geografica muito restrita (Parker, 1981; Castroviejo et al., 2003; Gimenez et

al., 2004).
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Nesta parte da discussdao serdo mencionados apenas os nomes dos quatro géneros,
Daucus, Angelica, Distichoselinum e Seseli, para facilitar a referéncia aos taxa estudados,
respetivamente, Daucus carota subsp. halophilus, Angelica pachycarpa, Distichoselinum

tenuifolium e Seseli montanum subsp. peixotoanum.

4.2.1. Proliferacio de meristemas e organogénese

Nas experiéncias de micropropagacdo, ndo s6 Daucus (Tavares et al., 2010a), como
Angelica (Tavares et al., 2009-2010), Distichoselinum (Tavares et al., 2009) e Seseli
(Tavares et al., 2011b) foram, pela primeira vez, propagados in vitro utilizando como
explante inicial os &pices caulinares de plantulas provenientes de sementes germinadas in
vitro.

Na realidade, esta técnica tem sido aplicada para a propagacao de um grande
numero de culturas e espécies ameagadas de extingdo (Engelmann 1990; Chawla, 2002),
dado que este método permite taxas de multiplicacdo elevadas e as plantas regeneradas sdao
geneticamente uniformes (George e Debergh, 2008) relativamente ao explante inicial. As
plantulas foram obtidas sendo clones provenientes de sementes ¢ ndo clones produzidos
pela cultura de plantas adultas, garantindo a diversidade genética das plantulas propagadas.
A variabilidade genética ¢ particularmente importante para a conservagdo de plantas ja
que, neste caso, o objetivo principal ndo ¢ clonar um gendtipo particular, mas assegurar
que a diversidade genética seja mantida ou aumentada (Graudal ef al., 2001).

O ntiimero médio de rebentos produzidos a partir de apices caulinares foi baixo e
semelhante em Distichoselinum e Angelica, nas concentragdes de BA testadas, apoés uma
primeira e uma segunda inoculacdo de 30 dias. Na verdade, nem a utilizacdo de diferentes
concentragdes de BA (1 e 2 mg/L), nem uma segunda inoculagdo dos explantes em meios
com as mesmas dosagens de BA, promoveram a producdo de mais plantas in vitro em
Distichoselinum e em Angelica.

Estes dados diferem dos obtidos com Daucus e Seseli, em que a média do nimero
de gemas produzidas na segunda inoculagdo aumentou com o aumento da concentragio de
BA (0-2mg/L), tendo quase duplicado para a concentragdo maior de BA, observando-se
resultados muito proximos nos dois faxa. Em Daucus produziram-se em média 7,9

rebentos/dpice caulinar na segunda inoculacdo e 4,4 rebentos/explante na primeira,
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enquanto que em Seseli a média dos valores correspondentes nos dois ciclos de cultura foi
de 7,2 e 4,45 rebentos foliares, respetivamente.

Tem sido considerado que a formacao dos 6rgdos foliares ¢ um processo autonomo
que ndo depende de fatores ambientais. Contudo, Yoshida et al. (2009) verificaram que a
luz atua como um sinal morfogenético que controla o inicio da formag¢do dos oOrgaos
laterais no meristema apical, pela regulagdo do nivel de auxinas e de citocininas. A
citocinina serd necessaria para a proliferacdo do meristema e sob o efeito da luz, a auxina
redireciona a producdo de citocinina para a indug¢do da proliferacdo do meristema na
formagao dos 6rgaos vegetais.

O papel das citocininas na proliferacao de rebentos caulinares ¢ bem conhecido
(van Staden et al., 2008; Chandrika et al., 2011), o tipo e as concentracdes mais eficazes
variam muito em diferentes espécies e as auxinas € citocininas promovem O
desenvolvimento das gemas e a regulacdo do crescimento vegetal (Jones et al., 2010). Este
efeito pode ser atribuido a interagdo complexa entre os contetdos originais dos explantes e
as dosagens que sdo ministradas no meio de cultura, como reportado para Boscia
senegalensis (Pers.) Lam. Poir., (Daffalla ef al., 2011). Tal como esta espécie, a Daucus ¢
também uma planta resistente ao stresse hidrico, nativa e exclusiva de regides costeiras em
Portugal Continental. Nas plantas adaptadas a este tipo de habitat, outros autores
verificaram um aumento do contetido endogeno de citocininas para niveis elevados como
resposta ao stresse hidrico (Zhang e Ervin, 2004). Assim, as citocininas endégenas atuam
como um sistema de defesa antioxidante e diminuem os efeitos nocivos dos baixos niveis
de agua (Yordanov et al., 2000). Também ¢ referido para culturas in vitro de ananas que o
nivel endégeno e a producdo de citocininas aumenta com a formacao de gemas nos tecidos
de explantes de folhas cultivados in vitro na presenca de NAA ou de BA no meio de
cultura (Mercier et al., 2003).

O maior aumento na proliferacdo de rebentos que observamos na segunda
inoculacdo do explante poderd ser explicado por variacdes nos niveis endogenos de
citocininas ou de outras hormonas. Uma habituacao a citocinina (Geneve et al., 2007), ou
um aumento no niumero de gemas adventicias formadas a partir de organogénese pontual
nos calos originados na base dos explantes, podem também ter contribuido para este

incremento (Ebrahimie et al., 2006; Tawfik and Mohamed, 2006). Jones et al. (2010)
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demonstraram que a reducao dos niveis endogenos de citocinina conduz a redugdo na
biossintese de auxina, sugerindo uma indugdo direta da citocinina na biossintese da auxina.

As diferengas de comportamento e resposta entre os 4 taxa poderdo ser explicados
por variagdes de concentracdo enddgena das fitohormonas em fun¢do do genotipo dos
diferentes faxa. O mesmo fundamento poderd explicar que apenas em Distichoselinum
tenuifolium se tenha verificado o processo de organogénese direta, com a producdo de
rebentos caulinares diretamente de segmentos foliares. Na verdade, apos 2 meses de
cultura em meios com BA 1 e 2 mg/L, a formagdo de rebentos caulinares foi favorecida
nos meios com a maior concentragdo, resposta morfogenética que ndo se observou nos
outros taxa, Daucus, Angelica e Seseli, sujeitos as mesmas condi¢des de cultura.

Ebrahimie et al. (2007) estudaram a organogénese direta utilizando embrides de
Cuminum cyminum, uma Apiaceae, verificando que este tipo de morfogénese ocorria na
zona meristematica.

Uma vantagem importante da organogénese direta ¢ a de possibilitar a estabilidade
genética das plantas regeneradas, enquanto que se for por via indirectaa possibilidade de

ocorréncia de variagdo somaclonal aumenta (Tang e Guo, 2001).

4.2.2. Enraizamento

O enraizamento dos rebentos caulinares obtidos in vifro ¢ uma etapa essencial para
o sucesso da regeneragdo de plantas (Németh, 1986; Bennett et al., 1994). Neste trabalho,
verificou-se que o numero de rebentos formadas e a taxa de formacao de raizes foram
suficientes para garantir a obtengdo de um numero consideravel de plantulas enraizadas.
De facto, a excecdo de Angelica em que os rebentos caulinares enraizaram em meio com
0,1 mg/L de IBA, os rebentos caulinares dos outros 3 faxa puderam enraizar sem
tratamento com auxina, tendo-se observado que os rebentos de Daucus enraizaram nas
duas situacOes, em meios com e sem a auxina.

Daffallan et al. (2011) referem que a formagdo de raizes num meio de cultura sem
auxina podera ser devido a disponibilidade de auxina endogena nos rebentos caulinares in
vitro. Este facto pode também explicar que a presenca de IBA ndo tenha aumentado a taxa
de formacao de raizes. A fase de alongamento radicular ¢ muito sensivel a concentragao de

auxina e ¢ inibida por elevadas concentragdes desta hormona no meio de enraizamento
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(Baker e Wetzstein, 1994). No entanto, concentracdes mais elevadas de NAA (5,0 mg/L)
nao foram benéficas e resultaram na formacao de calos na base do explante (Daffallan et
al., 2011). Noutros casos ainda, a concentracdo de IBA serd maior que a 6tima conduzindo
ao decréscimo no nimero e no comprimento de raizes formadas por explante. Taiz e
Zeiger (2002) e Chaturvedi e Razdan (2004) referiram que as raizes podem requerer uma
menor concentracao de auxina para crescer, porque o crescimento das raizes ¢ fortemente
inibido por niveis mais elevados, em que a auxina induz a produgdo de etileno, uma
hormona vegetal inibidora do crescimento radicular. Na verdade, ¢ reconhecido que o
crescimento continuo das raizes, desde a atividade pds-embriondria das células no
meristema radicular, ¢ controlado pela acdo coordenada de varias fitohormonas, incluindo
a auxina e o etileno (Zhao e Hasenstein, 2009) e outros compostos quimicos (Pelagio-
Flores et al., 2011). Ruzicka et al. (2007) concluiram ainda que o etileno aciona o local de
ativacdo da auxina e regula o crescimento da raiz, quer pela estimulacio da biossintese da
auxina quer pela modulagdo do transporte. Mais ainda, Baker e Wetzstein (1994) referiram
que concentragdes mais elevadas de auxina induzem um nivel alto de metabolitos
degradativos nos tecidos, bloqueando o processo regenerativo.

Contudo, foi demonstrado também que IBA ¢ muito eficiente no processo de
enraizamento em varias espécies de arvores tropicais (Chaturvedi ef al., 2004; Rajeswari e
Paliwal, 2008; Rai et al., 2009; Siddique e Anis, 2009; citados em Daffalla et al., 2011),
havendo muitas descri¢des de tentativas para aumentar a taxa de rebentos enraizados pela
aplicacao de choques auxinicos (Gomes e Canhoto, 2009). Na verdade, o tratamento com
outras concentracdes de IBA e/ou outras auxinas ¢ um procedimento de rotina usado em
muitas espécies e podera também ser explorado ndo sé para o enraizamento de rebentos
caulinares in vitro como para a producdo de raizes em grande quantidade (Nandagopal e
Kumari, 2007). Parece que neste processo de rizogénese a auxina atua predominantemente
através da superficie de corte ou por absor¢do nas aberturas resultantes da excisdo dos
explantes (Guan e Klerk, 2000). A transferéncia para meio liquido ¢ uma alternativa
utilizada para a cultura de raizes, em suspensdo, contudo esta técnica tem sido mal
sucedida nalguns casos, como referido por Pandey et al., (2010). Esta situagdo podera ser
devida a producao de metabolitos que se acumularam no meio liquido exercendo um efeito

inibitdrio no desenvolvimento da raiz, hipdtese a confirmar futuramente.
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No caso de Seseli, uma planta que vegeta em solos serpentinicos, na regiao de solos
ultrabasicos de Tras-os-Montes, os rebentos caulinares sO enraizaram depois de
transferidos para meio MS base com o pH aumentado para 6,0-6,4. Ndo ¢ claro se esta
situacdo tem alguma relagdo com as condig¢des naturais onde a planta normalmente se
encontra. No entanto, como ¢ sabido, as condi¢des de pH condicionam o crescimento das
plantas, embora os estudos sobre o efeito do pH em culturas in vitro sejam muito limitados
e ndo permitam conclusdes definitivas sobre o papel deste fator na micropropagagao.

Os nossos dados também mostraram que a formacgao de raizes ndo foi condicionada
pelos niveis de BA utilizado no meio de inducdo de Daucus (Tavares et al., 2010a). No
entanto, outros autores tém apontado que as citocininas parecem interferir negativamente
na formacio de raizes (Ruzicka e Vujovic, 2008; van Staden et al., 2008). E possivel que
as concentracdes utilizadas no presente estudo ndo sejam suficientemente elevadas para

induzir esse efeito inibitorio.

4.2.3. Embriogénese somatica

Desde os trabalhos pioneiros de Reinert (1958) e Steward et al. (1958) na
embriogénese somatica da cenoura (Daucus carota subsp. sativus), que a embriogénese
somadtica ¢ aplicada para a propagacdo de um grande niimero apidceas (Brown et al., 1995;
Ekiert 2000; Thorpe e Stasolla 2001; Karuppusamy et al., 2007; Tanavat et al., 2011).

Tanto quanto se sabe, os estudos anteriores sobre a cultura in vitro de D. carota
foram concretizados por Imani ez al. (2001) e Thi e Pleschka (2005). Em ambos os casos, a
embriogénese somatica foi a técnica utilizada, mas ndo foram apresentados dados sobre as
taxas de regeneracdo de plantas e aclimatacdo. Imani et al. (2001) avaliaram o potencial de
seis espécies de Daucus ¢ seis subespécies de cenoura para indu¢do de embriogénese
somatica, concluindo que D. carota subsp. halophilus foi uma das subespécies com maior
capacidade para formar embrides somaticos. Estes dados foram obtidos a partir da cultura
de explantes do peciolo utilizando duas etapas, em que calos embriogénicos foram
primeiramente induzidos na presenca de IAA, enquanto o desenvolvimento do embrido
ocorreu em meio sem auxina. Thi e Pleschka (2005) mostraram que a capacidade de vérias
espécies e subespécies D. carota na embriogénese somatica foi fortemente correlacionada

com os niveis endogenos de ABA na cultura dos peciolos. Explantes com menor
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concentracdo de ABA enddgeno foram os mais eficazes para a indugdo de embriogénese
somatica.

Além da organogénse, ja referida, Ebrahimie et al. (2007) estudaram também a
embriogénese direta em embrides de cominhos (Cuminum cyminum L.). De acordo com
Singh e Kumar (2009), a principal diferenga entre organogénese e embriogénese tem a ver
com o facto de no primeiro processo morfogenético existir uma origem multicelular e a
estrutura unipolar ser formada por divisdes procambiais, € mantida a ligacdo com o tecido
vascular pré-existente no calo ou no tecido do explante. Na embriogénese, o embrido
somatico € uma estrutura bipolar que se forma de uma unica célula, sem conexao vascular
com o explante.

Nos estudos com embrides de cominhos, os autores verificaram que o alto nivel de
citocinina enddgena, juntamente com a sua producdo secundaria, em resposta a adig¢@o
exdgena de auxina, acelerou a formacdo de calos e o padrao de regeneragdo indireto,
enquanto que a aplicagdao exdgena de citocininas, como BA, foi suficiente para acionar o
padrao direto de regeneragdo (Ebrahimie et al., 2006, 2007; Tawfik e Mohamed, 2006).

Tal como os cominhos, muitos membros da familia das Apiaceae contém elevados
niveis de metabolitos secundarios, em particular terpenos, e elevados niveis de hormonas
endogenas (Krens ef al., 1997). Baseado nesta propriedade tém sido largamente utilizadas
como espécie modelo in vitro, como se verifica com a cenoura, enquanto modelo para a o
estudo da embriogénese somatica (Thomas et al., 1989) e a alcaravia (Carum carvi L.),
como um modelo para o estudo do metabolismo secundario (Krens et al., 1997).

No trabalho desenvolvido para o estudo de embriogénese com 2,4-D, foram
utilizados diferentes explantes, segmentos de raizes, de folhas e de peciolo (este s6 em
Daucus), provenientes de sementes germinadas in vitro, sendo os melhores resultados
obtidos com segmentos foliares no caso de Distichoselinum e de Seseli, de segmentos de
raizes em Angelica e de segmentos peciolares em Daucus.

As condicdes utilizadas nas nossas experiéncias foram diferentes das descritas em
Daucus spp. por Imani et al. (2001) e Thi e Pleschka (2005), que utilizaram o peciolo
como explante. A indu¢do de embrides somaticos até atingirem o estagio cotiledonar de
desenvolvimento ocorreu no meio original, contendo 2,4-D. Este processo, que contempla
apenas uma etapa para a indu¢do de embriogénese somatica, reduz o tempo de formagdo e

de germinacao do embrido somatico.
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No que diz respeito ao processo de indugdo de embriogénese, as concentragdes
testadas ndo foram as mesmas em cada faxon, mas nas condi¢oes ensaiadas a melhor taxa
de producdo de embrides somaticos foi conseguida utilizando 0,1 mg/L de 2,4-D, nas
culturas de Seseli e de Angelica e de 1mg/L de 2,4-D nos ensaios com Distichoselinum e
com Daucus. Nas condi¢des testadas nos meios de inducdo com 2,4-D, a presenga de
concentragdes mais elevadas de 2,4-D, ndo aumentou a produgdo de embrides somaticos
em Angelica, nem em Seseli, nem em Distichoselinum; pelo contrario, as culturas com
menor concentracdo (0,1 mg/L para os dois primeiros faxa) e de 1mg/L para
Distichoselinum, apresentaram os melhores resultados. Embora o meio base sem hormona
nao tenha sido testado nos outros taxa, verificou-se em Distichoselimum que a auxina nao
¢ absolutamente necessaria para a indu¢do da embriogénese somatica pois a formagdo de
embrides somaticos também ocorreu em meio base MS. Em Daucus, verificdmos que a
produgdo de calo embriogénico era semelhante em segmentos radiculares e foliares € um
terceiro explante foi ensaiado, os segmentos peciolares.

Em todos os casos observou-se embriogénese indireta, ocorrendo a formagao de um
calo, mais ou menos desenvolvido, precedendo a formacdo de embrides somaticos. A
morfologia dos embrides somaticos seguiu o padrio habitual, sendo observado, em todos
os taxa, todas as fases (globular, torpedo, cotiledonar), que sao morfologicamente
semelhantes as da embriogénese zigotica (Vila et al., 2010).

O desenvolvimento do embrido somatico foi bastante varidvel entre os diferentes
explantes e até no mesmo explante. A quantidade de embrides formados por explante era,
em geral, elevada, sendo em muito casos dificil de contabilizar. Para além disso, verificou-
se que os embrides formados por explante apresentavam diferentes fases de
desenvolvimento, sendo frequente a germinacdo precoce. Ambos 0s parametros,
quantidade de embrides formados e sincronismo do estddio de desenvolvimento, sdo
essenciais para melhorar as taxas de regeneracdo de plantas e a eficacia do processo
(Canhoto et al., 2005. Na tentativa de avaliar a capacidade embriogenética de Daucus e
Seseli, os dois faxa em que essa produ¢do foi maior e se tornava também por isso dificil
determinar o potencial embriogénico dos explantes, procedeu-se a uma estimativa da
quantificagdo de embrides, a semelhan¢a de outros autores (Becwar et al, 1987).
Utilizando como explante por¢des de peciolos de Daucus, explante ja utilizado por outros

autores (Imani et al.,, 2001; Thi e Pleschka 2005), com base no peso dos calos
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embriogénicos verificou-se que 1 g de calo embriogénico produziu 32 plantas para
envasamento. Tal como se observou nos resultados de formagao de rebentos caulinares
pela cultura de 4pices caulinares, também na embriogénese os resultados encontrados para
Seseli foram muito préximos dos de Daucus, sendo quantificados em Seseli 28 plantas a
partir de uma amostra calosa embriogénica.

Em Angelica sinensis, uma planta medicinal muito interessante e utilizada na China
como analgésico, ansiolitico e estimuladora da circulagdo sanguinea (Tsay e Huang, 1998;
Nalawade et al. 2003; Agnnihotri et al. 2004; Chen et al. 2004) a embriogénese foi
conseguida em 1998 utilizando 2,4-D (0,5 a 1 mg/L) em células derivadas de embrides
imaturos cultivadas em suspensodes (Tsay e Huang 1998; Eeva et al., 2003). Nos nossos
resultados, os calos embriogénicos de Angelica foram produzidos em maior quantidade a
partir das porg¢des radiculares em 0,1 mg/L 2,4-D, e puderam ser mantidos in vitro mais de
um ano, apds repicagens mensais para meio de igual constitui¢do. Estes embrides
germinaram em meio base embora se observasse a producao de novas massas calosas e de
novos embrides somaticos neste meio sem 2,4-D. Resultados de outros autores indicam
que a subcultura em meios com 2,4-D pode originar malformagdes morfoldgicas, como
reportado Yang et al. (2011) na embriogénese somatica de Schizandra chinensis.

O 2,4-D ¢ o PGR mais importante para a indugcdo de embriogénese somatica (Jain
et al., 2000; Jiménez, 2005), embora alguma evidéncia aponte para que promova o
desenvolvimento de cotilédones andémalos o que resulta em atrasos na germinagdo
(Hussain et al., 2009). O nivel endégeno de hormonas pode ser diferente consoante os
explantes usados, da mesma planta e entre espécies diferentes e sdo fator determinante para
o seu potencial embriogénico (Jiménez 2005; Jones ef al., 2010; Bathoju e Giri, 2012) e ¢
conhecido que tanto as folhas maduras como jovens t€ém capacidade para a biossintese de
IAA (Jager et al., 2007). As Apiaceae t€ém um nivel endogeno elevado de fitohormonas
(Krens et al., 1997) o que podera ser influente para uma concentracao supradtima quando
adicionado o 2,4-D as concentragdes ja elevadas de auxinas enddgenas nos tecidos.

Liu et al. (1993) referem que a auxina € sintetizada no meristema apical do caule e
que o transporte polar (Lee e Cho 2006) da auxina ¢ crucial para a regulagdo de
desenvolvimento normal dos cotiledénes; se interrompido este transporte polar pode causar
malformagdes no desenvolvimento dos cotilédones do embrido somatico. Tal pode também

explicar que a eliminagdo do 2,4-D do meio de cultura mesmo no meio inicial de indugdo
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pode ser vantajoso para o desenvolvimento normal dos embrides € conversdo em plantulas
(Yang et al., 2011), tal como observado em Distichoselinum onse observou embriogénese
somatica na auséncia de 2,4-D.

No entanto, seguindo um padrdo de desenvolvimento da embriogénese in vitro
convencional (Canhoto 2010; Sarasan et al., 2006), quando houve transferéncia do material
vegetal do meio com 2,4-D para o meio base MS os embrides somaticos evoluiram para
plantulas, em todos os taxa.

Tanto quanto sabemos, esta ¢ a primeira abordagem sobre a micropropagacao de
Seseli montanum subsp. peixotoanum (Samp.) M. Lainz, um endemismo restrito em
Portugal aos solos ultrabasicos de Tras-os-Montes. Esta Apiaceae ibérica ¢ um parente
silvestre (CWR) de Seseli libanotis, uma espécie com propriedades medicinais
comprovadas (Hawkins et al., 2008; Adams et al., 2009). Aliado ao potencial medicinal e
farmacoldgico, os habitats ameagados de espécies como Seseli impdem uma maior
urgéncia e prioridade para estudos e experiéncias de conservagao (Hawkins et al., 2008).

As regides serpentinicas sdo caracterizadas por solos ultrabésicos e alojam um tipo
de flora especifico, sendo no geral mais depauperadas em comparacdo com regides
vizinhas. O "sindrome serpentinico" ¢ um termo que ilustra o conjunto de diferentes
componentes quimicos, fisicos e bioticos e seus efeitos cumulativos, que caracterizam os
fatores edaficos a que as plantas nestes habitats se tém de adaptar (Ornduff ez al., 2003).

Essas exigéncias peculiares de adaptacdo das plantas serpentinicolas podem,
eventualmente, contribuir para explicar a resposta in vitro da cultura de Seseli. Numa
analise comparativa dos nossos resultados em experi€éncias com outras Apiaceae
endémicas cultivadas nas mesmas condicdes in vitro (Tavares et al., 2010a), os explantes
de Seseli foram os mais recalcitrantes e demonstraram diferentes respostas in vitro: - um
periodo de tempo mais longo para a germinag¢dao das sementes, bem como dos embrides
somaticos; - os rebentos foliares apenas enraizaram em meio com pH 6,2-6,4; as plantulas
formadas in vitro apenas superaram a fase de aclimatacdo apos 3-4 meses; a maioria
apresentava uma estrutura morfoldgica muito débil, e facilmente entravam em senescéncia
e morriam. No entanto, a producdo de embrides somaticos e de rebentos caulinares, quando
otimizadas as condi¢des para a cultura in vitro de Seseli, atingiu valores muito proximos

dos de Daucus, o taxon que melhor respondeu in vitro.
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Em todos os quatro taxa estudados, a embriogénese somatica foi a técnica com a
maior taxa de plantulas produzidas, mas os dados avaliados sobre as taxas de regeneragao
de plantas e sua aclimatac¢do foram inferiores aos obtidos por proliferagdao de rebentos.

Este processo de apenas uma etapa para a indu¢do da embriogénese somatica ¢
interessante porque reduz o tempo de formagado de embrides somaticos e de regeneragdo de
plantas. No entanto, parece potenciar a formac¢dao de anomalias morfologicas, como
também referido em Melia azederach (Vila et al., 2010), bem como a embriogénese
secundaria e dificulta a separagdo e a quantificacdo dos embrides.

Pesquisas laboratoriais anteriores mostraram que a manipulagdo dos meios de
cultura pode aumentar tanto a taxa de indugcdo da embriogénese somatica, bem como a

tipologia morfoldgica dos embrides (Canhoto e Cruz, 1994; Brito e Santos, 2009).

4.2.4. Estabilidade do teor de DNA in vitro e nas plantas micropropagadas

As culturas in vitro podem, por vezes, gerar variabilidade genética (Prado et al.,
2010; Hassawi et al., 2012). Leva e Petruccelli (2012) referem que de acordo com a
estabilidade genética que proporcionam, as técnicas de propagacdo podem ser ordenadas
(da maior estabilidade para a menor) do seguinte modo: proliferacio de rebentos
caulinares, organogénese e embriogénese. A micropropagacdo a partir de meristemas
axilares ¢ considerada de baixo risco em termos de instabilidade genética, uma vez que os
meristemas organizados sdo geralmente mais resistentes a alteracdes genéticas que os
tecidos calosos.

As alteragdes cromossOmicas nas plantas micropropagadas podem ser detetadas por
citometria de fluxo, utilizando o fluorocromo iodeto de propidio (Loureiro et al., 2007a;
2007b; Yang et al., 2010). Esta metodologia foi utilizada para analisar a ploidia dos
explantes e do material vegetal resultante das culturas in vitro, nas diferentes amostras de
Daucus. Assim, avaliado o tecido vegetal de diferentes explantes utilizados (4pices
caulinares, segmentos foliares e peciolos) e das estruturas vegetais resultantes da respetiva
cultura in vitro em 2,4-D e em BA, verificou-se que o nivel de ploidia estimada nos
explantes iniciais, no tecido caloso e nas plantas regeneradas era idéntico, ndo ocorrendo
variagdo, como também reportado para outras espécies e por outros autores (Loureiro et

al., 2005; Santos et al., 2007; Marum et al., 2009; Brito et al., 2010; Yang et al., 2011).
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Poder-se-a concluir que o tecido embriogénico deste taxon ¢ estdvel nas condigdes
testadas. No entanto, pequenas alteragdes podem ocorrer e precisam de ser avaliadas

recorrendo a outras tecnologias (Brito et al., 2010).

4.2.5. Floracio in vitro

Neste trabalho foi obtida, pela primeira vez, a flora¢do in vitro de Daucus. Os
rebentos caulinares produzidos in vitro progrediram para a fase de floracdo, uma via
morfogenética que tem sido observada in vitro em diferentes espécies (Handro e Floh,
2001; Lin et al., 2005; Jana e Shekhawat, 2011).

Das varias combinagdes ensaiadas nos meios de cultura a proporcdo de
concentragdes de 1:3 entre auxina/citocinina (0,5 mg/L de IAA para 1,5 mg/L de BA) foi a
que produziu melhores resultados na indugdo de floragdo. Durante as 4 semanas de cultura,
em que o ciclo de floragao se completa, foi no meio com os dois PGRs que se observaram
quer a maior quantidade de flores, quer a evolucdo pelas 4 fases de desenvolvimento floral
definidas (fechada; pétalas enroladas verdes; pétalas enroladas brancas; flor aberta).
Concluiu-se dos resultados observados em culturas com os PGRs isolados, que a BA
produz mais flores quando combinada com [AA, mas a maioria delas ndo estdo totalmente
abertas ap6s 4 semanas de cultura. BA isolado produz menos flores e a maioria delas ainda
permaneciam fechadas apds o mesmo tempo de cultura. IAA isolado produz menor
nimero de flores do que em conjuncdo com BA, mas parece acelerar a maturagdo das
flores.

Destes dados pode concluir-se que a hormona IAA ndo s6 promove a indugdo de
flores como serd indispensavel neste processo; na verdade, IAA isolado produziu a maior
quantidade de inflorescéncias em todos os meios testados (tratamentos 1 e 2), mas parece
existir um efeito sinergistico quando em combinacdo com BA, condi¢cdes em que maior
quantidade de inflorescéncias foi formada, no conjunto de todos os meios testados
(tratamentos 1 e 2).

E conhecido que o tipo e a concentragio de PGRs afeta a indugdo de floragdo in
vitro em muitas espécies (Lin et al., 2005; Vu et al., 2006; Franklin et al., 2011). Na
verdade, resultados de outros autores também indicam que BA isolado ou em combinacao

com IAA na indugido floral parecem ter um papel importante na formacgao de meristemas
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florais/inflorescenciais e no seu funcionamento. O efeito combinado da auxina e citocinina
na inducdo floral in vitro foi relatado em estudos anteriores em espécies de diferentes
familias (Meeks-Wagner ef al., 1989; Singh et al., 2006; Yadav e Singh, 2011; Pratheesh e
Kumar, 2012; Sharma et al., 2012). Estes autores descrevem que estas fitohormonas
afetam a floragdo mediando as mudancgas de crescimento das células do meristema apical e
que as citocininas, em particular, tm um papel chave na iniciacdo da mitose € na
regulagdo da divisdo celular e na formagdo de 6rgdos. Um niimero de estudos relata a
utilizacdo de citocininas na floragcdo in vitro em diferentes espécies, como Murraya
paniculata, em que € igualmente indicado um efeito benéfico da BA na inducdo de
floragao (Taha e Haron, 2008). Na verdade, BA tera um papel importante ndo s6 como um
regulador do crescimento, mas também como um fator de regulacdo da formacao de 6rgaos
florais nas plantas regeneradas (Yadav e Singh, 2011). Em concordancia com os nossos
resultados foi referido por outros autores que a citocinina sera indispensavel para a
floragdo in vitro, pois promove a transi¢ao da fase vegetativa de algumas plantas superiores
para a sua fase reprodutiva, sendo BA amplamente utilizada para a floracdo in vitro em
muitas rosaceas e noutras espécies vegetais (Scorza e Janick 1980; Sudarshana et al., 2008;
Yang et al., 2009; Pratheesh ¢ Kumar, 2012).

Um protocolo in vitro para a rapida multiplicagdo e floragao in vitro foi também
descrito para Eryngium foetidum (Chandrika ef al., 2011) com a adi¢@o de citocininas (BA
e cinetina); Ignacimuthu et al. (2004) conseguiram a floragdo in vitro com suplemento de
citocinina ¢ auxina em conjunto, ¢ a embriogénese somatica, em 1993, pela cultura de
explantes foliares com 2,4-D (Ignacimuthu et al., 1993).

Tal como observado noutros estudos de floragao in vitro (Taha e Haron, 2008), a
morfologia das flores de Daucus in vivo e produzidas in vitro ¢ muito semelhante. As
observagdes ao microscopio 6tico permitiram concluir que a partir dos 4 dias da cultura in
vitro do explante comecam a diferenciar-se na regido periférica células meristematicas,
com nucleo evidente e conteudo citoplasmatico denso, tal como referido em estudos
noutras espécies (Lin, 1987; Sudarshana et al., 2008). Embora as flores produzidas in vitro
fossem semelhantes as produzidas in vivo, ndo foi possivel obter a germinagdo do pdlen
formado in vitro. Esta situacdo poderd estar relacionada com o facto das elevadas
condicdes de humidade existentes nas culturas in vitro ndo permitirem uma eficaz

dessecacdo do polen. No entanto, o facto do pdlen produzido in vivo também ndo ter
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germinado sugere que outros fatores podem estar envolvidos na inibicado da maturacdo e
germinagdo e que o polen formado in vitro podera ter potencial de germinagao.

Ao contrario do que acontece noutras taxa, como Arabidopsis, em que a floracdo
ocorre in vitro (Wang et al., 2002; Jana e Shekhawat, 2011), ndo foi possivel obter
sementes de Daucus nestes ensaios, o que sugere que a fecunda¢do ndo ocorre. Esta
auséncia de formacao de semente poderd ser resultante de varios fatores como sejam as ja
referidas  deficiéncias no  desenvolvimento do  pdlen, mecanismos de
autoincompatibilidade, ou deficiéncvias na parte feminina da flor.

O processo descrito no presente estudo para a indug¢do controlada da floracdo in
vitro, além de constituir um modelo para os estudos de biologia fundamental do
desenvolvimento floral, pode ter valor pratico no melhoramento vegetal e em estudos de
fertilizagdo in vitro. E especialmente pertinente em espécies raras, pouco disponiveis,
anuais e bienais, como o caso de Daucus carota, visto este processo poder ser induzido em
qualquer altura do ano, o que permite encurtar o ciclo de vida de plantas. Para além disso,
sendo uma planta produtora de metabolitos secundarios, esta tecnologia permitird uma
producdo mais alargada e rentdvel, com base numa utilizagao sustentavel, sem devastacdo
dos recursos naturais, conforme referido por outros autores para outras espécies igualmente
produtoras de compostos exclusivos de uso farmacéutico, alimentar, ornamental e outros
(Singh 2002; Yadav e Singh, 2011).

A semelhanca de outros estudos de florac¢do in vitro (Janowska et al., 2009; Yadav
e Singh, 2011) nomeadamente em Arabidopsis (Koonneef et al., 1998) foi avaliado o efeito
do acido giberélico (GA3) e da sacarose no controlo da floragdo in vitro de Daucus,
observando-se um efeito estimulador em todas as concentragdes testadas de GA; e apenas
na concentragdo de 6% de sacarose, relativamente a resposta observada no meio base, em
que o processo também se verificou. Algumas referéncias indicam que GA; provavelmente
desempenha um papel importante no processo de floragao nao s6 como um regulador do
crescimento de plantas, mas também como um fator de regulacdo da formacdo de o6rgdos
florais em plantas regeneradas (Tang, 2000). A sacarose ¢ conhecida por ser a principal
fonte de carbono para a cultura in vitro em estudos de floragao e pela sua disponibilidade,
na parte aérea da planta, promover a floracdo da Arabidopsis thaliana. A sacarose e as
citocininas parecem interagir no processo de inducao floral em Sinapis alba (cit. inYadav e

Singh, 2011).
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4.2.6. Avaliacao geral da resposta in vitro

A propagacao de espécies ameagadas ¢ importante nao so para fins de conservagao,
mas também porque os faxa silvestres s3o uma fonte de diversidade genética que pode ser
usada para melhorar ou desenvolver culturas com novas caracteristicas genéticas através de
hibridagdo (sexual ou somatica) ou de transformacao genética de plantas (Bajaj 1994;
Pellegrineschi, 2005; Maxted et al., 2006; Baranski, 2008).

De todas as Apiaceae ibéricas endémicas, D. carota subsp. halophilus revelara
maior interesse ¢ merecera atencdo acrescida visto ser um endemismo exclusivamente
portugués. Para além disso, ¢ também um taxon tolerante a salinidade que pode ser usado
para transferir essa caracteristica para cultivares de cenoura - D. carota subsp. sativus -
(Baranski, 2008) e também para utilizacio em estudos de agricultura biosalina (Oztiirk et
al., 2006), idénticos aos de Crithum maritimum (Atia et al., 2011), outra Apiaeae haldfita e
que se encontra com facilidade nas zonas costeiras de norte a sul de Portugal continental.
Ao estudar os usos tradicionais e de fitoquimica, verificAmos também que os O6leos
essenciais produzidos em D. carota subsp. halophilus, que serdo descritos na se¢do
correspondente, t€m propriedades antifingicas (Tavares et al., 2008).

Como se sabe, sao multiplos os fatores que influem no sucesso da
micropropagacao, do qual depende a produgdo em larga escala e em menos tempo e custos.
Mais estudos sobre a propagacao in vitro destas Apiaceae podem melhorar a otimizagao de
protocolos, principalmente nas condi¢des necessarias para aumentar o rendimento e a
qualidade do processo embriogénico, nomeadamente pela redugdo da germinagdo precoce
dos embrides e tentativas de melhorar as taxas de germinagdo de embrides somaticos e a
sua conversdo em plantulas.

No entanto, ¢ possivel selecionar as técnicas consoante o objetivo da
micropropagac¢do com estes quatro faxa. Para a producao de rebentos caulinares em maior
quantidade deve utilizar-se 2mg/L de BA nos meios de cultura dos 4 taxa, utilizando
segmentos foliares em Distichoselinum e o é&pice caulinar para os restantes trés. A
embriogénese somatica ¢ mais eficaz utilizando segmentos foliares e 0,Img/L 2,4-D em
Seseli ¢ a mesma concentracdo em segmentos de raiz em Angelica; a concentragao de
Img/L 2,4-D foi a que produziu melhor resposta na embriogénese em segmentos foliares

Distichoselinum e no peciolo de Daucus. Neste taxon, para o processo repetitivo de
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floragdo in vitro, devem usar-se os meristemas axilares (de plantas silvestres ou

estabelecidas in vitro) com a adigao conjunta de BA (1,5 mg/L) e de IAA (0,5 mg/L).

4.2.7. Aclimatacao e conservacgio ex situ e in situ

As plantas dos quatro taxa, obtidas quer pela proliferagao de gemas axilares ou por
embriogénese somatica foram aclimatadas com sucesso e estdo integradas nas colecdes do
Jardim Botanico da Universidade de Coimbra. No entanto, as plantas produzidas por
embriogénese apresentavam-se, no geral, mais finas e menos vigorosas do que as
produzidas pela proliferacdo de meristemas. Talvez a exposicao a BA explique a maior
biomassa das plantas originadas neste meio de cultura relativamente as plantas produzidas
por embriogénese, sob a acdo de 2,4-D. Na verdade, tem sido observado que plantas
derivadas de cultura in vitro sob a agdo de citocininas se apresentam mais vigorosas do que
as plantas resultantes de reprodu¢do vegetativa convencional (Lin ef al., 2007). Também os
meristemas apicais contém menor contamina¢do endofitica e sdo mais vigorosos durante a
fase inicial de crescimento rapido (Aazami, 2010).

Esta tecnologia permite reduzir a pressdo sobre as populagdes selvagens
possibilitando mais estudos sustentaveis deste taxon e a avaliagdo da sua diversidade
genética, através de marcadores moleculares, e o estudo e a comparagdo entre os dleos
essenciais de plantas produzidas in vitro e colhidas no campo.

A morfologia das plantulas produzidas in vitro por embriogénese somatica e por
proliferacao de rebentos ¢ idéntica a das plantas silvestres, nos 4 taxa testados; de referir,
no entanto que, a Daucus apresentava maior porte, maior altura, menor tamanho das
umbelas e maior desenvolvimento das folhas quando cultivada em condi¢des ex situ.
Talvez esta situacdo possa ser explicada pelas condigdes edafoclimaticas ex sifu, de
Coimbra, serem mais amenas relativamente ao cabo S. Vicente. Neste habitat, de onde a
planta é nativa, as condi¢des sdo mais extremas, de mais secura, maior salinidade,
temperatura e vento, que obrigard a planta a adaptar a sua morfologia em fungdo do
ambiente mais agreste.

Seseli, apesar de vegetar em solo de rochas ultrabasicas, apresentou uma
morfologia in vitro idéntica a das plantas nativas, e respondeu bem, quer ao meio de

cultura in vitro, com pH de 6,2-6,4, quer nas culturas em viveiro do jardim botanico.
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Embora esteja no primeiro ano da instalagdo nos viveiros do jardim, o Seseli ja floriu e
frutificou uma planta nos canteiros da escola médica, resultante da micropropagagao pela
cultura de 4pices caulinares. Tudo indica que o grupo de plantas resultante da
micropropagacdo por embriogénese somatica e atualmente no viveiro, para o ano completa
o ciclo de vida, com a producdo de flores e sementes viaveis, a semelhanca do que se
observou nos outros dois taxa instalados ex situ no jardim botanico (Daucus e Angelica).
Distichoselinum foi ja integrado na escola médica pela propagacdo por organogénese,
estando plantas micropropagadas por embriogénese somatica, em fase de floragdo
avancada, comecando a formar-se os primeiros frutos, no viveiro do jardim botanico

Foi igualmente bem sucedida a adaptacdo de Daucus in situ, no habitat natural,
Cabo S. Vicente, demostrando assim o potencial desta metodologia para a sua
conservacgdo. Pelo contrario, fatores ndo diretamente relacionados com a metodologia para
a instalacdo da plantas na ilha Berlenga, provenientes de embriogénese de Angelica,
condicionaram o sucesso da transferéncia.

Na fase de aclimatagdo em estufa, e em exterior dos quatro taxa testados, apenas
variou o tempo de instalacdo das diferentes plantas, sendo Daucus a planta mais facilmente
adaptavel e mais rapida a completar o ciclo de vida e Seseli a mais dificil pelo tempo que
demorou a desenvolver-se in vitro. Certamente estas caracteristicas refletem as das plantas
em habitat natural: a floracdo de Daucus comeca em abril e termina em junho no Cabo
S.Vicente; a floracdo de Angelica comega em maio e termina em junho; a floracdo de
Distichoselinum comega em junho e termina em agosto em Moncarapacho, em Loulé; a
floracdo de Seseli comega em setembro e termina em outubro no Samil e Alimonde, em
Braganga. De referir ainda que dos quatro faxa, Daucus ¢ a inica bienal — floresce apenas
no segundo ano do ciclo de vida, tal como verificado nos ensaios com as plantas
micropropagadas e in situ bem como nas plantas micropropagadas ¢ instaladas no jardim
botanico. Os outros trés taxa sdo plantas rizomatosas, pelo que vivazes, podendo cada
planta vegetar anualmente. A referida caracteristica da Daucus apresenta uma
desvantagem, pela consequente menor taxa de sobrevivéncia e, também por isso, a maior
exigéncia em cuidados de preservagao. Por outro lado, talvez explique a rapida resposta in
vitro quando comparada com as Apiaceae estudadas, sendo a Daucus carota um modelo

comummente utilizado e desde longa data (Reinert, 1958; Steward et al., 1958).
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Mais uma vez se reconhece que o conhecimento do ciclo de vida e das condigdes
edafoclimaticas do habitat natural sdo aspetos muito importante para entender e poder gerir
com maior eficdcia as condi¢des, os resultados e as aplicacdes das culturas in vitro.

A conservacdo ex situ completou-se ainda com a integracdo de sementes de onze
taxa conforme referimos na Tabela 8 e em bancos de sementes nacionais e internacionais,

como o Millenium Seed Bank.

4.3. CARACTERIZACAO E ATIVIDADE ANTIFUNGICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

De 420.000 plantas com flor do mundo inteiro mais de 50.000 sdo utilizadas para
fins medicinais e cerca de 80% da populagdo que habita em paises desenvolvidos depende
dos recursos vegetais para os cuidados de saude, sendo cerca de 2.500 plantas pertencentes
a 1.000 géneros utilizadas na medicina tradicional (Goyal, 2011). Estes indicadores
mundiais recentes atestam bem a importancia das plantas enquanto matéria prima para fins
medicinais, bem como a dependéncia do Homem relativamente aos recursos naturais.

Nos ultimos anos, a pesquisa em plantas aromdticas e medicinais tem sido
crescente, particularmente o estudo dos 6leos essenciais e outros metabolitos secundarios,
pelas suas propriedades bioldgicas com potencial terapéutico, recorrendo, em grande parte,
ao conhecimento empirico baseado na sua utilizagdo tradicional ao longo dos séculos
(Burt, 2007; Bakkali et al., 2008; Edris, 2007; Machado, 2010; Goyal, 2011; Zuzarte et al.,
2011).

Os oleos essenciais sdao misturas complexas que possuem boatividade como
antifungicos, antioxidantes, anti-inflamatorios e outras atividades, com interesse na
industria alimentar e cosmética, bem como no campo da saude humana (Machado, 2010;
Miguel, 2010; Zuzarte et al., 2011).

As plantas silvestres, ou cultivadas in vitro, podem ser usadas para a extracdo de
OE ou de outros metabolitos secundarios. No entanto, por razdes ecoldgicas, deve ser
acautelada a recolha de grandes quantidades de plantas em habitat natural, pois pode
ameagar a preservagdo da espécie e reduzir a biodiversidade. Portanto, o desenvolvimento
de protocolos eficazes para a propagacdo de plantas em grande quantidade e extragdo de

produtos quimicos de interesse e aplicacdes variadas podem, assim, evitar a sobre-
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exploracdo das populagdes nativas, com a vantagem acrescida de permitir a propagagao em
grande escala e em condicdes controladas em qualquer altura do ano.

Muitos investigadores tém demonstrado o enorme potencial destes produtos
naturais como agentes antifungicos. Por exemplo, Zuzarte et al. (2011) reportaram a
atividade antidermatofitica de varios 6leos essenciais em modelos in vitro e in vivo, bem
como o mecanismo de a¢ao envolvido.

O conhecimento da modalidade e do mecanismo de a¢do dos OE ¢ crucial para
garantir a sua utilidade na pratica terapéutica (Lahlou et al., 2004); em geral, os compostos
antifungicos mais ativos dos OE s3o principalmente os terpenos fendlicos tais como
carvacrol e timol. Estes compostos provaram ser capazes de atuar nas paredes celulares e
nas membranas afetando a permeabilidade e a libertacdo de constituintes intracelulares
(Bajpai et al., 2009). Muitas vezes a atividade antifingica dos OE ndo sera devida a um s6
mecanismo de agdo, mas resultard do efeito em vdrios alvos celulares (Zuzarte et al.,
2011).

A composicdo quimica e a atividade antifingica de oleos essenciais dos géneros de
Apiaceae, que tém representantes endémicas ibéricas, presentes em Portugal, t€ém sido
atualizadas por varios autores. Por exemplo, os OEs de umbelas de Daucus carota da
Sardenha ricos em B-bisaboleno e 11- a-(H)-himachal-4-en-1-B-ol, evidenciaram uma boa
atividade antifuingica, particularmente para dermatofiots e Cryptococcus neoformans, com
valores de CMI de 0,16-0,64 pL/mL (Maxia et al., 2009). Em Eryngium duriaei subsp.
Jjuresianum sao constituintes maioritarios do 6leo o a-neocalitropseno, isocariofileno-14-al,
14-hidroxi-B-cariofileno, 6xido de cariofileno e o E-fS-cariofileno e foi demostrada boa
atividade contra dermatofitos (Cavaleiro et al., 2011) e Ferula hermonis apresentou como
constituintes principais dos 6leos essenciais, a-pineno, a-bisabolol e 3,5-nonadieno e boa
atividade antifingica (Al-Ja’fari ef al., 2011).

Seguidamente discutem-se os principais resultados obtidos com os 6leos essenciais

das Apiaceas endémicas em Portugal.

4.3.1. Daucus carota subsp. halophilus

A caraterizagdo e a atividade antifungica do 6leo essencial de Daucus carota subsp.

halophilus foram pela primeira vez analisadas neste trabalho (Tavares ef al., 2008).
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No que respeita ao 6leo obtido das umbelas de Daucus carota subsp halophilus
observou-se uma grande variabilidade na composicdo quimica do oOleo durante a
ontogénese, particularmente na quantidade de elemicina que aumenta significativamente
com a maturacdo das umbelas (5,9% vs. 31,0%). Resultados semelhantes foram obtidos
para o 6leo de Daucus carota da Cérsega (Gonny et al., 2004) em que o conteido em
fenilpropanoides, particularmente o de E-metilisoeugenol, aumentou significativamente
nas umbelas maduras. A partir desses resultados, podemos inferir que em Daucus carota
os fenilpropandides ocorrem em maior quantidade durante a fase de amadurecimento das
sementes.

O oleo obtido das umbelas maduras de Daucus carota subsp. halophilus ¢ diferente
dos oleos obtidos de outras subespécies de Daucus carota nativas de Portugal (conforme
desenvolvemos na sec¢do 3.3.5.1.) e de outras subespécies presentes noutros paises.

Por exemplo, o 6leo da subespécie cultivada, Daucus carota subsp. sativus, na
China, tem carotol e a-pineno (Wu et al., 2006) e o 6leo das sementes de Daucus carota
subsp. gummifer em Espanha caracteriza-se por ter teores elevados de acetato de geranilo
(Pinilla et al., 1995).

Os o6leos das sementes da subsp. maximus do Libano t€ém metilisoeugenol, o-
bisaboleno e a-asarona como principais componentes (Saad ef al., 1995).

O ¢6leo obtido a partir das umbelas com frutos de plantas silvestres de Daucus
carota subsp. carota na Polonia (Gora et al., 2002; Staniszewska et al., 2005) e Lituania
(Mockute e Nivinskiene, 2004) foi caracterizado por altos teores a-pineno e sabineno. O
constituinte principal do 6leo das umbelas floridas e maduras de Daucus carota L. subsp.
carota na Sardenha ¢ o B-bisaboleno (17,6-51,0%) e 11-a-(H)-himachal-4-en-1-B-ol (9,0-
21,6%); os oOleos de amostras portuguesas desta subespécie caracterizam-se por terem
acetato de geranilo (5,2-65,0%) e a-pineno (3,5-37,9%) como principais compostos (Maxia
et al., 2009). Mais recentemente Marzouki et al. (2010) analisaram os 6leos de umbelas de
D. carota em dois locais diferentes na Tunisia. Encontraram como principais componentes
o sabineno (12,0-14,5%), 1-selineno-(7,4-8,6) e 11-a-(H)-himachal-4-en-1--ol (12,7-
17,4%) na localidade de Sejnane, enquanto que os oOleos de Tunis foram
predominantemente constituidos por carotol (48,0-55,7%) e elemicina (31,5-35,3%).

A maioria dos trabalhos em Daucus carota ndo menciona a subespécie, pelo que

alguma da variabilidade quimica encontrada pode dever-se ao facto de ndo se tratar do
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mesmo taxon, bem como pelas plantas ndo terem sido colhidas todas no mesmo estadio
vegetativo.

Tendo em conta que a taxonomia de Daucus carota € bastante complexa, a auséncia
de indicagdo da subespécie em estudo pode por em causa os resultados obtidos.

No que respeita aos resultados por nés obtidos com faxa nativos de Portugal,
podemos concluir que as quantidades elevadas de elemicina nos 6leos das sementes de
Daucus carota subsp. halophilus permite distingui-los das outras subespécies.

Os 6leos essenciais sdo conhecidos por possuir atividade antimicrobiana contra um
amplo espectro de microrganismos e os 6leos de algumas subespécies de Daucus carota
provaram ter atividade antibacteriana (Kilibarda et al., 1996; Staniszewska et al., 2005;
Rossi et al., 2007a; 2007 b; Marzouki et al., 2010). Os nossos resultados demonstraram
que o oOleo de Daucus carota subsp. halophilus apresentou atividade antifiingica eficaz
contra dermatoéfitos, sendo o 6leo rico em elemicina nas umbelas maduras provenientes do
Cabo de S. Vicente e Arrifana, o mais ativo com valores de CMI e CML que variam de
0,16-0,64 pL/mL. Numa outra publicacdo, a elemicina revelou também uma marcada
atividade antimicrobiana contra Campylobacter jejuni (Rossi et al., 2007a).

Variacdes das percentagens dos principais componentes de Oleos essenciais e
também da sua atividade antimicrobiana, em fun¢do do estado de maturagao da planta e da
localizagdo geografica foram observados em diferentes fase de maturacdo das umbelas de
Smyrnium olusatrum em Portugal e Italia (Marongiu et al., 2012), bem como nos 6leos das
umbelas de D. carota subsp. carota em duas localidades da Tunisia (Marzouki et al.,
2010).

Estes resultados, mostram que estes faxa apresentam interessantes atividades
antimicrobianas, o que justifica o uso tradicional destas plantas, sendo, no entanto,
necessario uma investigacdo mais aprofundada para avaliar a adequag¢do dessas
propriedades antifingicas em aplicagdes praticas.

Observagdes de cortes histologicos do pedicelo das flores in vitro mostraram canais
secretores associados com os feixes fibrovasculares em linha radial com os feixes
condutores apresentando camadas de células concéntricas a envolver o limen. As
caracteristicas histologicas destas estruturas secretoras formadas in vitro sao tipicas das
Apiaceae para a producdo e circulagdo dos 6leos essenciais (Corsi e Biaci 1998; Veter,

2004), sendo assim a morfologia in vitro semelhante a das plantas nativas.
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A avaliacdo da composi¢ao quimica do oleo das umbelas maduras das plantas
micropropagadas, instaladas nos viveiros do jardim botanico, revelou ser muito semelhante
ao Oleo das plantas nativas. Resultados idénticos foram reportados para outras plantas

aromaticas também propagadas in vitro (Zuzarte et al., 2010).

4.3.2. Distichoselinum tenuifolium

Os 0leos de Distichoselinum tenuifolium foram caracterizados por um alto teor em
mirceno (> 48%) e ndo se verificaram variagdes significativas na composi¢cdo quimica
durante a ontogénese das umbelas. Distichoselinum tenuifolium (= FElaeoselinum
tenuifolium) (Castroviejo et al., 2003) ¢ a Unica espécie do género taxonomicamente
relacionado com Elaeoselinum, em que o 6leo € rico em mirceno Na verdade, na maioria
das espécies de Elaeoselinum, o pineno € o principal componente dos 6leos (Ortega et al.,
1986; Pala-Paul et al., 2001). Estes resultados suportam a separagdo dos dois faxa
(Elaeoselinum e Distichoselinum), apoiada ndo sé por estes estudos fitoquimicos como
também por carateres taxonomicos (Grande et al., 1986; 1991a; 1991b).

Os nossos resultados demonstraram que o 6leo de Distichoselinum tenuifolium
demonstrou atividade antifingica eficaz contra Cryptococcus neoformans e estirpes de
dermatoéfitos, com valores de CMI e CML variando de 0,32 pL/mL e 1,25 pL/mL. Na
maioria dos casos, o CMI foi equivalente ao CML, indicando um efeito fungicida do 6leo.
Esses resultados destacam a possibilidade de utilizagdo do o6leo Distichoselinum
tenuifolium em dermatomicoses, infecdes comuns causadas por fungos filamentosos e
leveduras, que podem revelar-se de muita gravidade especialmente em pacientes
imunocomprometidos. A maior suscetibilidade dos 6leos para os dermatofitos foi também
relatada para dleos essenciais de outras familias botanicas (Figueiredo et al., 2008; Zuzarte
et al., 2009; Pinto ef al., 2009).

A maior atividade antifingica do 6leo de Distichoselinum tenuifolium comparada
com a do seu principal composto (mirceno), quando analisado individualmente, ¢
presumivelmente devida ao efeito sinérgico entre os diferentes compostos presentes no
oleo. Nao foi previamente observada citotoxicidade para mirceno, o composto principal do
Oleo Distichoselinum tenuifolium, em linfécitos humanos e fibroblastos de pulmado de

hamster (Kauderer et al., 1991). Globalmente, os resultados fornecem evidéncias
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consistentes de que o 6leo de Distichoselinum tenuifolium tem atividades anti-inflamatorias
e antifungicas (Tavares et al., 2010b). Este estudo também justifica e refor¢a o uso desta
planta na medicina tradicional na Peninsula Ibérica, principalmente no tratamento de
dermatite de contato, caracterizada por uma forte componente inflamatoria, e em infegdes
de pele. Experiéncias adicionais devem ser exploradas com maior profundidade, para
fundamentar melhor a utilizacdo dos EOs deste taxon no tratamento de doencas

inflamatorias e de infe¢des causadas por fungos.

4.3.3. Seseli montanum subsp. peixotoanum

Tanto quanto sabemos ndo hé4 informagdes sobre o dleo essencial de S. montanum
subsp. peixotoanum. Ha apenas um trabalho que relata a composi¢do do o6leo de S.
montanum subsp. tommasinii, ¢ que demonstra quantidades importantes de B-pineno
(30,2%), germacreno D (10,1%), sabineno (8,0%), o-pineno (7,2%) e limoneno (6,6%)
(Siljegovi¢ et al., 2011). De acordo com os nossos resultados, as quantidades de
germacreno D e sabineno podem ajudar a distinguir esta subespécie da subsp.
peixotoanum.

Os oleos de S. tortuosum, outra espécie portuguesa (Gongalves et al., 2012b) que
foi também por nos caraterizada, apresenta teores elevados de a-pineno e B-pineno (% >
45) como S. montanum subsp. peixotoanum. No entanto, o 6leo S. fortuosum tem grandes
quantidades de Z-B-ocimeno, enquanto S. montanum subsp. peixotoanum possui
quantidades importantes de limoneno e B-elemeno. Da mesma forma, elevados teores de
pinenos também foram observados nos 6leos de S. tortuosum da Turquia (> 42%) (Kaya et
al., 2003), Irdo (> 35%) (Zohreh et al., 2003) e Itdlia (> 31%) (Bader et al., 2003).
Também as espécies S. campestre da Anatdlia (Kaya et al., 2010) e S. rigidum da Sérvia
(Savikin-Fodulovic et al., 2006; Stojkovic et al., 2009) apresentam altos teores de pinenos
(> 52%)

Os nossos dados demonstraram que o 6leo de Seseli montanum subsp. peixotoanum
mostrou ser pouco ativo contra leveduras e fungos filamentosos. Contrariamente, a outra
espécie portuguesa (S. fortuosum) demonstrou ser ativa especialmente para dermatofitos e

Cryptococcus neoformans.
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4.3.4. Thapsia minor

O género Thapsia L. é amplamente distribuido em toda a area do Mediterraneo e
Peninsula Ibérica, onde esta representado por seis espécies (Castroviejo, 2003). Algumas
destas espécies sdo consideradas fontes naturais de tapsigarginas. Tanto quanto ¢ do nosso
conhecimento nao ha qualquer informacao sobre a composicao quimica do dleo essencial
de Thapsia minor Hoffmanns & Link, nem da sua atividade bioldgica, embora a
atividade antimicrobiana do seu principal constituinte, o acetato de geranilo, tenha
sido ja relatada (Humeirah et al., 2010).

Os nossos resultados permitem concluir que o 6leo deste taxon pode constituir uma
fonte importante de acetato de geranilo (> 80%) e que a planta apresenta um alto
rendimento em oleo essencial, o que lhe confere boas aplicabilidades industriais. Por outro
lado observamos que o 6leo essencial de Thapsia minor tem atividade antifingica contra
dermatofitos, C. neoformans e C. guillermondii.

O wuso potencial de Oleos essenciais de Thapsia minor como agentes
antimicrobianos, ndo tinha ainda sido descrito. Na verdade, existem apenas
poucos trabalhos que relatam o papel antimicrobiano de acetato de geranilo,
o principal constituinte do o6leo essencial de Thapsia minor. Um trabalho recente de
Zore et al. (2010) demonstra que 0 acetato de geranilo
revelou muito boa atividade contra candidiases, tendo acgdo sinergistica significativa
com fluconazol, em concentragdes que nao afetam a viabilidade das células humanas.
Além disso, o acetato de geranilo demonstrou ter atividade bactericida contra

Campylobacter jejuni (Friedman et al., 2002) e E. coli (Van Zyla et al., 2010).
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Recorrendo a diferentes estratégias foi concretizada a conservagdo ex situ de 13
taxa de Apiaceae ibéricas endémicas e presentes em Portugal: Eryngium galioides Lam.;
Eryngium duriaei J. Gay ex Boiss.; Daucus carota subsp. halophilus (Brot.) A. Pujadas;
Conopodium subcarneum (Boiss. & Reut.) Boiss.; Conopodium majus (Gouan) Loret
subsp. marizianum (Samp.) Loépez-Udias & Mateo; Seseli montanum L. subsp.
peixotoanum (Samp.) M. Lainz; Angelica major Lag.; Angelica pachycarpa Lange; Ferula
communis subsp. catalaunica (Pau ex C. Vicioso); Ferulago capillaris (Link ex Spreng.)
Cout.; Distichoselinum tenuifolium (Lag.) Garcia Martin & Silvestre; Laserpitium eliasii
subsp. thalictrifolium (Samp.) P. Monts; Thapsia minor Hoffmanns. & Link.

Plantas vivas e cole¢des de sementes destes taxa foram preservados no Jardim
Botanico de Coimbra (banco de sementes e em cole¢des vivas) e em instituigdes
congéneres, incluindo o Millenium Seed Bank. Mais de 150 exemplares-testemunho estdo
incluidos no Herbario COI.

Em resultado das analises efetuadas no campo e da andlise da literatura foram
estabelecidos os critérios de prioridade de conservacdo dos faxa. O taxon Bunium macuca
subsp. macuca ¢é o Unico dos 14 endemismos ibéricos desta familia em Portugal, referidos
na Flora Ibérica, que ndo foi localizado nem de que obtivemos referéncias. Constitui
também por isso um estimulo para que possa ser esclarecida a sua distribuicao em Portugal
e para isso sejam desenvolvidos trabalhos de investigacdo entre especialistas de Portugal e
Espanha, de modo a ser concretizada a necessdria atualizacdo deste e de todos os
endemismos ibéricos.

Recorrendo a metodologias complementares (morfometria, microscopia dtica e de
scanning, citometria de fluxo e caracterizacio dos Oleos essenciais) avaliou-se a
quimiotaxonomia de alguns taxa de morfologia mais complexa, Daucus carota subsp.
halophilus e Eryngium duriaei. Com base neste estudo foi possivel separar D. carota L.
subsp. maximus (Desf.) Bal das outras trés subespécies nativas em Portugal continental (D.
carota subsp. carota; D. carota subsp. gummifer (Syme) Hook. e D. carota subsp.
halophilus (Brot.) A. Pujadas), bem como fundamentar a separagdo em duas subespécies
de Eryngium duriaei (E. duriaei J. Gay ex Boiss., a subsp. duriaei ¢ a subsp. juresianum
(M. Lainz) M. Lainz).

Para os quatro taxa considerados mais vulneraveis (Daucus carota subsp.

halophilus, Distichoselinum tenuifolium, Angelica pachycarpa e Seseli montanum subsp.
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peixotoanum) foram desenvolvidos protocolos de micropropagacdo que permitem a
multiplicagdo destas espécies em larga escala, por meio de embriogénese somatica ou por
proliferacdo de meristemas. As plantas micropropagadas dos 4 faxa completaram o ciclo
de vida em condigdes ex sifu produzindo sementes vidveis. Do ponto de vista da
conservagao estes protocolos sdo importantes pois permitem evitar a recolha exagerada de
plantas no campo em taxa que se encontram ameacados. As andlises de citometria
efetuadas, permitiram concluir que, pelo menos no caso de Daucus carota subsp.
halophilus, as plantas produzidas in vitro apresentam o mesmo nivel de ploidia que as
plantas nativas, situacdo que ndo exclui a possivel ocorréncia de outros tipos de
variabilidade genética que poderdo ser detetados fazendo uso de marcadores moleculares.
Embora os ensaios efetuados tenham permitido a multiplicacdo dos diferentes faxa, os
meios de cultura testados, em particular em termos das concentracdes e combinacdes de
reguladores de crescimento, foram limitadas pelo consideravel nimero de taxa analisados.
Nesta perspetiva, torna-se necessario testar outros meios de cultura, com outros
reguladores de crescimento para otimizar as respostas conseguidas.

No caso particular de Daucus carota subsp. halophilus, um endemismno exclusivo
de Portugal, estabeleceu-se um protocolo para a indugdo floral in vitro em condigdes
controladas. A formagao de flores in vitro ¢ um tipo de morfogénese relativamente raro.
Protocolos deste tipo sdo importantes para o estudo dos fatores envolvidos no controlo da
floragdo e, no caso concreto deste taxon, a floracdo in vitro assume também importancia
sob a perspetiva da conservagdo, pois abre a possibilidade de conseguir o ciclo de
propagacdo completo desta planta em condi¢des laboratoriais. Sendo este um taxon bienal
maior pertinéncia assume esta hipotese. Tentativas de conseguir este objetivo estdo
atualmente em curso.

A valorizagdo de seis taxa (Eryngium duriaei subsp. duriaei, Eryngium duriaei
subsp. juresianum, Daucus carota subsp. halophilus, Seseli montanum subsp.
peixotoanum, Distichoselinum tenuifolium e Thapsia minor) foi conseguida através da
caracterizagdo dos Oleos essenciais e avaliacdo da atividade antifungica de alguns deles
contra agentes patogénicos como leveduras e fungos filamentosos. Os dados experimentais
permitiram concluir que Daucus carota subsp. halophilus ¢ o taxon com maior potencial

antifingico, em especial contra dermatdfitos e Cryptococcus neoformans. O Oleo €

O~

particularmente rico em elemicina, obtido das umbelas com sementes maduras, e
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particularmente eficaz contra estes microrganismos. Também Distichoselinum tenuifolium
e Thapsia minor revelaram ter propriedades antifungicas, sendo mirceno e acetato de
geranilo o constituinte maioritatio do 6leo, respetivamente. Estes resultados suportam o
uso destas plantas na medicina tradicional, em especial no tratamento de infegdes
dérmicas. No entanto, estudos mais detalhados sobre o efeito destes metabolitos devem ser
efetuados antes da sua utilizagdo no tratamento de algumas doengas. Para além disso,
utilizando as metodologias descritas poderdo vir a ser estudados e, simultaneamente,
preservados, outros faxa de entre os endemismos portugueses desta familia, dando
continuidade a valorizacao e utiliza¢ao sustentada de recursos naturais.

Apesar do ensaio da instalagdo in situ de plantas micropropagadas de D. carota
subp. halophilus ter sido bem sucedido, o que atesta a possibilidade de replicacdo do
protocolo utilizado, e dos esforcos desenvolvidos para a instalagdo das plantas
micropropagadas de Angelica pachycarpa na ilha Berlenga, ressalta deste trabalho a
dificuldade encontrada para apoiar € monitorizar as experiéncias de campo. A instalacao in
situ de plantas raras deve ser o objetivo primordial de qualquer trabalho de conservacao
que sem um suporte logistico, institucional e técnico competente dificilmente se
conseguird. Apesar disso, ndo sé as experiéncias de micropropagacao dos taxa estudados
deverdo ser objeto de mais pesquisa, como constituem um estimulo para ampliar o estudo

de conservacdo a todas as Apiaceae endémicas portuguesas.
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ANEXOS

Anexo I — Material colhido (2005-2011)

1. Eryngium galioides Lam.
Localidades: Algarve, Loulé, Lagoa da Nave, Nave do Bardo, 28.05.2008, 4. C.
Tavares 85 (COI).

2. Eryngium duriaei J. Gay ex Boiss.
Eryngium duriaei J. Gay ex Boiss. subsp. duriaei
Localidades: Beira Alta, Serra da Estrela, Cantaro Raso, 1700 m, 16.09.2008, 4. C.
Tavares, 112 (COI). Beira Alta, Serra da Estrela, Cantaro Raso, 1700 m, 11.07.2010.
Eryngium duriaei J. Gay ex Boiss. subsp. juresianum (M. Lainz) M. Lainz
Localidades: Douro Litoral, Serra da Freita (Arouca), Frecha da Mizarela,
11.04.2005. Beira Litoral, Serra do Acor, entre Colcurinho e Senhora das Necessidades,
30.06.2005. A. C. Tavares, 8 (COI). Beira Litoral, Serra do Acor, entre Colcurinho e
Senhora das Necessidades, 17.07.2006, A. C. Tavares, 54 (COI). Minho, Serra do Gerés,
Mata da Albergaria, 26.07.2007, 4. C. Tavares, 74 (COI). Beira Litoral, Serra do Agor,
entre Colcurinho e Senhora das Necessidades, 20.09.2008, A. C. Tavares, 113 (COI). Beira
Litoral, Serra do Agor, Colcurinho, 19.06.2010, 4. C. Tavares, 136 (COI); Beira Litoral,
Serra do Acgor, Colcurinho, 21.09.2010. Minho, Serra do Gerés, Mata da Albergaria,
caminho marginal do rio Homem, 04.10.2010. Beira Litoral, Arganil, Mata da Margaraca,
08.10.2010, 4. C. Tavares, 143 (COI). Beira Litoral, Arganil, Mata da Margaraga,
20.08.2011, A. C. Tavares, 144 (COI). Beira Litoral, Serra do Acor, Colcurinho,
20.08.2011, 4. C. Tavares, 145 (COI).

3. Daucus carota L.

Daucus carota L. subsp. carota

Localidades: Tras-os-Montes e Alto Douro, Serra da Nogueira, Reborddes,
13.07.2005, A. C. Tavares, s/n° (COI). Beira Litoral, Serra do Agor, Pi6dao, 17.07.2006, A4.
C. Tavares, 53 (COI). Tras-os-Montes e Alto Douro, Serra da Nogueira, Rebordaes,
25.07.2006, A. C. Tavares, 60 (COI). Beira Litoral, Cantanhede, Pévoa da Lomba,
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13.07.2007, A. C. Tavares, 72 (COI). Beira Litoral, Cantanhede, P6voa da Lomba,
29.07.2007, A. C. Tavares, 76 (COI). Beira Litoral, Cantanhede, P6voa da Lomba,
22.06.2008, 4. C. Tavares, 99 (COI). Beira Litoral, Coimbra, 16.10.2009, 4. C. Tavares,
122 (COI); A. C. Tavares, 123 (COI). Cantanhede, Povoa da Lomba, 30.05.2010. 4. C.
Tavares, 135 (COI). Beira Litoral, Coimbra, Tentigal, Meas-do-Campo, 20.06.2010, 4. C.
Tavares, 137 (COI). Beira Litoral, Coimbra, Tentugal, Meas-do-Campo, 20.07.2010, 4. C.
Tavares, 139 (COI).

Daucus carota L. subsp. gummifer (Syme) Hook.f. & G. Martens

Localidades: Estremadura, Farol da Nazaré, 25.05.2005, 4. C. Tavares 2
(COI). Estremadura, Farol da Nazaré¢, 26.06.2005, 4. C. Tavares 6 (COI). Estremadura,
Farol da Nazaré, 24.07.2005, A. C. Tavares, 12 (COI). Estremadura, Nazaré, Praia do
Norte, 26.06.2005, 4. C. Tavares, 5 (COI). Estremadura, Nazaré, Praia do Norte,
24.07.2005, A. C. Tavares, 13 (COI). Estremadura, Nazar¢, Praia do Norte, 30.07.2005, A.
C. Tavares, 15 (COI). Beira Litoral, Figueira da Foz, Cabo Mondego, 30.07.2005, 4. C.
Tavares, 14 (COI). Beira Litoral, Figueira da Foz, Vale das Pombas-Cabo Mondego,
10.08.2005, 4. C. Tavares 16 (COI). Estremadura, Farol da Nazaré¢, 21.05.2006, 4. C.
Tavares, 38 (COI). Estremadura, Farol da Nazar¢, 25.06.2006, 4. C. Tavares, 44 (COI).
Estremadura, Farol da Nazaré, 22.07.2006, 4. C. Tavares, 57 (COI). Estremadura, Nazaré¢,
Praia do Norte, 25.06.2006, A. C. Tavares, 45 (COI). Estremadura, Nazaré, Praia do
Norte,22.07.2006, A. C. Tavares, 56 (COI). Estremadura, S. Pedro de Moel, 21.05.2006, A.
C. Tavares, 39 (COI). Estremadura, S. Pedro de Moel, 25.06.20056, 4. C. Tavares, 40
(COI). Estremadura, S. Pedro de Moel, 22.07.2006, A. C. Tavares, 55 (COI). Estremadura,
Farol da Nazaré, 29.05.2010, A. C. Tavares, 132 (COI). Estremadura, Nazaré, Praia do
Norte, 29.05.2010, A. C. Tavares, 133 (COI). Estremadura, S. Pedro de Moel, 29.05.2010,
A. C. Tavares, 134 (COI). Beira Litoral, Figueira da Foz, Cabo Mondego, 25.07.2010, 4.
C. Tavares, 140 (COI).

Daucus carota subsp. halophilus (Brot.) A. Pujadas

Localidades: Algarve, Cabo S. Vicente, 24.04.2005, 4. C. Tavares, 1 (COI).
Algarve, Cabo de S. Vicente, 30.12.2005, A. C. Tavares, 17 (COI). Algarve, Cabo S.
Vicente, 24.04.2006, A. C. Tavares, 19 (COI). Algarve, Cabo S. Vicente, 18.06.2006, 4. C.
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Tavares, 43 (COI). Algarve, Cabo S. Vicente, 01.07.2006, 4. C. Tavares, 48 (COI).
Algarve, Arrifana, 25.04.2006, A. C. Tavares, 20 (COI). Algarve, Arrifana, 17.06.2006, A.
C. Tavares, 42 (COI). Baixo Alentejo, Zambujeira-do-Mar, 25.04.2006, A. C. Tavares, 21
(COI). Baixo Alentejo, Cabo Sardao, 27.04.2006, 4. C. Tavares, 35 (COI). Baixo Alentejo,
Cabo Sarddo, 17.06.2006, 4. C. Tavares, 41 (COI). Estremadura, Cabo Carvoeiro,
20.05.2006, 4. C. Tavares, 36 (COI). Baixo Alentejo, Cabo Sardao, 07.06.2007, 4. C.
Tavares, 62 (COI). Algarve, Arrifana, 7.06.2007, A. C. Tavares, 63 (COI). Algarve, Cabo
S. Vicente, 07.06.2007, A. C. Tavares, 64 (COI). Estremadura, Cabo Carvoeiro,
10.06.2007, 4. C. Tavares, 65 (COI), Estremadura, Cabo Carvoeiro, 23.06.2007, 4. C.
Tavares, 67 (COI). Estremadura, Cabo da Roca, 07.06.2007, A. C. Tavares, 62 (COI).
Estremadura, Cabo da Roca, 23.06.2007, A. C. Tavares, 68 (COI). Estremadura, Cabo
Espichel, 23.06.2007, 4. C. Tavares, 69 (COI). Baixo Alentejo, Cabo Sardao, 27.05.2008,
A. C. Tavares, 80 (COI). Algarve, Arrifana, 27.05.2008, A. C. Tavares, 82 (COI).
Estremadura, Cabo Carvoeiro, 01.06.2008, A. C. Tavares, 88 (COI). Algarve, Cabo de S.
Vicente, 27.05.2008, 4. C. Tavares, 83 (COI). Estremadura, Cabo Espichel, 10.06.2008, 4.
C. Tavares, 97 (COI). Estremadura, Cabo da Roca, 10.06.2008, 4. C. Tavares, 98 (COI).
Algarve, Cabo S. Vicente, 14.05.2010, 4. C. Tavares, 124 (COI). Algarve, Arrifana,
14.05.2010, A. C. Tavares, 125 (COI). Baixo Alentejo, Cabo Sardao, 14.05.2010, 4. C.
Tavares, 126 (COI). Estremadura, Cabo Espichel, 16.05.2010, A. C. Tavares, 129 (COI).
Estremadura, Cabo da Roca, 16.05.2010, 4. C. Tavares, 130 (COI). Estremadura, Cabo
Carvoeiro, 16.05.2010. A. C. Tavares, 131 (COI). Algarve, Cabo S. Vicente, in vitro
propagated plants, 09.06.2008, 4. C. Tavares, 90 (COI); 09.6.2008, A. C. Tavares, 91
(COI); 10.6.2009, 4. C. Tavares, 116 (COI); A. C. Tavares, 117 (COI).

Daucus carota L. subsp. maximus (Desf.) Ball
Localidades: Alto Alentejo, Evora, S. Bento de Castris, Convento de
Cartuxa, 14.07.2006, 4. C. Tavares, 52 (COI). Alto Alentejo, entre Evora e Arraiolos,
14.07.2007, A. C. Tavares, 73 (COI). Alto Alentejo, entre Evora e Arraiolos, Cartuxa,
14.05.2010, A. C. Tavares, 127 (COI). Alto Alentejo, Montemo-o-Novo. 16.05.2010, 4. C.
Tavares, 128 (COI); 18.7.2010, 4. C. Tavares, 138 (COI).
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Daucus carota L. subsp. sativus (Hoffm.) Schiibl. & G. Martens
Localidades: Beira Litoral, Jardim Botanico de Coimbra, viveiros, 17.07.2008, A.

C. Tavares, 102 (COI).

4. Bunium macuca Boiss. subsp. macuca
G. Mateo e S. Lopez Udias (Castroviejo, Flora Iberica, X:66, 2003) indicam
estetaxon para o Alto Alentejo (AAL). O Unico espécimen (ver figura) que pudemos
avaliar, em Herbario COI, foi recolhido perto de Setiibal, que estd na Estremadura (E) e
nao no AAL. Até ao momento ndo conhecemos referéncias a este taxon e apesar de muitas
tentativas em trabalho de campo, ndo o pudemos encontrar, nem proximo Setbal, nem na

Estremadura e Alto Alentejo, nem quaisquer outras localidades.

5. Conopodium subcarneum (Boiss. & Reut.) Boiss.
Localidades: Tras-os-Montes e Alto Douro, Tarouca, 01.07.2008, A. C.
Tavares, 100 (COI). Beira Alta, S. Pedro do Sul, Serra da Arada, perto da Aldeia da Pena,
29.07.2008, 4. C. Tavares, 103 (COI). Tras-os-Montes ¢ Alto Douro, Serra da Nogueira,
Braganca, Castelo, estrada para Rebordaes, 09.09.2008, 4. C. Tavares 107 (COI).

6.Conopodium majus (Gouan) Loret subsp. marizianum (Samp.) Lopez-Udias &
Mateo
Localidades: Beira Litoral, Serra de Montemuro, 27.06.2006, A. C. Tavares
46 (COI). Beira litoral, Serra da Lousa, 27.06.2007, A. C. Tavares 70 (COI). Beira Alta,
Penedono, 03.07.2007, A. C. Tavares, 71 (COI). Tras-os-Montes ¢ Alto Douro, Tabuago,
Serra de Chavaes, 17.05.2009, 4. C. Tavares 114 (COI). Beira Litoral, Serra da Lousa,
proximo do Trevim, 18.05.2009, 4. C. Tavares 115 (COI).

7. Seseli montanum L. subsp. peixotoanum (Samp.) M. Lainz - Fig. 8.
Localidades: Tras-os-Montes ¢ Alto Douro, Braganca, Samil, Braganga,
17.06.2005, A. C. Tavares 4 (COI). Tras-os-Montes e Alto Douro, Braganga, entre
Carrazede e Alimonde, 13.07.2005, 4. C. Tavares 10 (COI). Tras-os-Montes e Alto Douro,
Braganga, Izeda, 13.07.2006, A. C. Tavares 51 (COI). Tras-os-Montes e Alto Douro,
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Braganca, Samil, 25.07.2006, A. C. Tavares 58 (COI). Tras-os-Montes ¢ Alto Douro,
Braganca, Alimonde, 25.7.2006, 4. C. Tavares 59 (COIl). Tras-os-Montes ¢ Alto Douro,
Braganga, Samil, 22.06.2007, 4. C. Tavares 66 (COI). Tras-os-Montes e Alto Douro,
Braganga, Alimonde, 11.09.2007, A. C. Tavares 78 (COI). Tras-os-Montes e Alto Douro,
Braganga, Alimonde, 09.09.2008, 4. C. Tavares 108 (COI). Tras-os-Montes e Alto Douro,
Braganca, Samil, 09.09.2008, 4. C. Tavares 109 (COI). Tras-os-Montes ¢ Alto Douro,
Braganga, Alimonde, 10.09.2009. Braganga, Samil, 11.9.2008.

8. Angelica major Lag.
Localidades: Beira Alta, Serra da Estrela, perto da Fonte de Jojoba, 1.100m,
2007.2005, A. C. Tavares, 11 (COI). Beira Alta, Serra da Estrela, entre a Fonte Paulo
Martins e Covao da Vaca, 1700m, 01.08.2006. Beira Alta, Serra da Estrela, perto da
Senhora da Pedra, tanel, 16.09.2010; 01.8.2009, A. C. Tavares, 118 (COI). Beira Alta,
Guarda, Porto da Carne, 28.07.2010.

9. Angelica pachycarpa Lange
Localidades: Estremadura, Ilha Berlenga, 28.06.2005, 4. C. Tavares, 7
(COI). Estremadura, Ilha Berlenga, 20.05.2006, A. C. Tavares, 37 (COI). Estremadura, Ilha
Berlenga, 01.06.2008, A. C. Tavares, 87 (COI). Estremadura, Ilha Berlenga, 23.05.2008.
Estremadura, Ilha Berlenga, 29.5.2008.

10. Ferula communis L. subsp. catalaunica (Pau ex Vicioso) Sanchez-Cuxart &
Bernal
Localidades: Beira Alta, Guarda, Porto da Carne, estrada para a Guarda,
01.08.2006, A. C. Tavares, 61 (COI). Algarve, Espargal Loul¢, Espargal, perto de
Boliqueime, Alte, 28.05.2008, A. C. Tavares, 84 (COI). Estremadura, Obidos, proximo do
castelo, 01.06.2008, A. C. Tavares, 89 (COI); 29.6.2008.

11. Ferulago capillaris (Link ex Spreng.) Cout.
Localidades: Beira Alta, Porto da Carne, Celorico da Beira, 13.07.2005, 4.
C. Tavares, 9 (COI). Beira Alta, Celorico da Beira, 550m, 01.08.2006. Minho, Serra do

Gerés, rio Homeme, lado a lado com plantas de Laserpitium, 30.09.2007. Beira Alta,
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Guarda, Porto da Carne, estrada para a Guarda, 16.09.2008, 4. C. Tavares, 111 (COI).
Beira Alta, Guarda, Porto da Carne, estrada para a Guarda, 01.08.2008, 4. C. Tavares, 119
(COI). Minho, Gerés, Mata da Albergaria, leito seco do rio Homem, 16.09.2009, 4. C.
Tavares, 121 (COI). Beira Alta, Porto da Carne, Guarda, 28.07.2010.

12. Distichoselinum tenuifolium (Lag.) Garcia-Martin & Silvestre

Localidades: Algarve, Lagos, EN 125, entre Bensafrim e Burgau, 01.7.2006,
A. C. Tavares, 49 (COI). Algarve, Moncarapacho, Monte de S. Miguel, to Faro, km 2,
02.7.2006, A. C. Tavares, 50 (COI). Moncarapacho, Monte de S. Miguel, 11.8.2007.
Moncarapacho, 29.5.2008, 4. C. Tavares, 86 (COI); 09.6.2008, 4. C. Tavares, 96 (COI).
Lagos, Burgau, Alma Verde, EN 125, entre Bensafrim e Burgau, 09.6.2008, A. C. Tavares,
94 (COI); 10.8.2008, 4. C. Tavares, 106 (COI). Olhdo-Faro, Moncarapacho, 09.8.2009.
Olhao-Faro, Moncarapacho, 11.8.2010.

13. Laserpitium eliasii Sennen & Pau subsp. thalictrifolium (Samp.) P. Monts.
Localidades: Minho, Serra do Gerés, entre Ribeira de Mongao e Portela do
Homem, caminho lateral do rio Homem, 720-740m, 26.07.2007, A. C. Tavares, 75 (COI).
Minho, Gerés, Mata da Albergaria, leito seco do rio Homem, 30.09.2007, 4. C. Tavares,
79 (COI). Tras-os-Montes e Alto Douro, Braganga, Capela de S. Lourenco, 09.09.2008, A.
C. Tavares, 110 (COI). Minho, Gerés, Mata da Albergaria, leito seco do rio Homem,
16.09.2009, 4. C. Tavares, 120 (COI).

14. Thapsia minor Hoffmanns. & Link - Fig. 15
Localidades: Beira Alta, Armamar, Vale de Tarouca, 825m, 27.06.2006, 4.
C. Tavares, 47 (COI). Beira litoral, Pi6dao, 17.07.2006. Tarouca, Pena, Sao Macério,
01.07.2008, 4. C. Tavares, 101 (COI). Beira Litoral, Tarouca, Queimada, Capela de S.
Lourenco, 29.07.2008, 4. C. Tavares, 104 (COI). Tras-os-Montes e Alto Douro, Armamar,
capela de S. Lourenco, Queimadela, 01.07.2010, A. C. Tavares, 141 (COI). Beira Litoral,
Vila Nova-de-Poiares, Mucelao, rua do Carvalhal, préximo de S. Miguel de Poiares, 335

m, 01.07.2010, 4. C. Tavares, 142 (COI).
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Anexo II — Espécimes de subespécies de Daucus carota analisadas para o estudo dos

frutos

Daucus carota subsp. carota. Portugal: Vale das Pombas, Figueira da Foz, 2005, Tavares
16. Portugal: Meas do Campo, 2010, Tavares 139. Portugal: Povoa da Lomba, 2011,
Tavares s.n. (4 especimes). Portugal: Meas do Campo, 2011, Tavares s.n. (4
especimens).

Daucus carota subsp. gummifer. Portugal: Praia do Norte, 2005, Tavares s.n.; 2006,
Tavares 56. Portugal: Nazaré, 2005, Tavares 12 (3 especimes); 2006, Tavares 44,
Tavares 57. Portugal: S. Pedro de Moel, 2005 Tavares s.n.; 2006, Tavares 55.
Portugal: Vale das Pombas, Figueira da Foz, 2005, Tavares s.n.

Daucus carota subsp. halophilus. Portugal: S. Vicente, 2006, Tavares 43; 2007, Tavares
64; 2008, Tavares 91; 2010, Tavares 124 (2 especimes). Portugal: Cabo Sardao,
2006, Tavares 41. Portugal: Arrifana, 2007, Tavares 63. Portugal: Cabo da Roca,
2007, Tavares 68. Portugal: Espichel, 2007, Tavares 69.

Daucus carota subsp. maximus. Portugal: Cartuxa, 2006, Tavares 52; 2007, Tavares 73 (2

especimes). Portugal: Montemor-o-Novo, 2010, Tavares 138.
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