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RESUMO

A Salicornia ramosissima € uma planta haléfita obrigatéria, autoctone que
coloniza ambientes salinos, se dantes era considerada uma erva daninha das
salinas, atualmente vai ganhando o seu espaco na cozinha portuguesa sobretudo
para a confecéo de pratos gourmet, temperos e saladas.

O estudo apresentado € uma contribuicdo para a valorizagdo da Salicornia
ramosissima através da utilizac&do de técnicas de propagacéao da planta.

No estabelecimento ex vitro a taxa de germinacao foi 82,22 % em perlite, e
88,89 % em substrato organico; As plantas germinadas, transplantadas e
colocadas em condi¢fes idénticas as das plantas domésticas apresentaram, até
ao final do ensaio, cor escura e crescimentos maximos de 22,5 cm.

No estabelecimento in vitro a taxa média de germinacdo foi de 91,33 %,
conseguiu-se estabelecer e multiplicar apices e segmentos nodais com uma taxa
méaxima de multiplicacdo de 1,75 e 1,29 na primeira e segunda repicagem
respetivamente.

As analises espetroscopicas ATR-FTIR de acompanhamento das plantas de
salicérnia regadas com &gua doce e agua do mar evidenciaram a elevada
capacidade de armazenamento de agua nas suas ceélulas, sobretudo para
compensar a acumulacdo de sais. Detetou-se ainda, a presenca de compostos,
tais como hidratos de carbono, esteres, compostos fendlicos, acidos gordos, entre
outros.

Palavras Chave: Salicornia ramosissima , Estabelecimento in vitro,

Estabelecimento ex vitro, ATR-FTIR, FT-Raman.
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ABSTRACT

Salicornia ramosissima is an obligatory halophyte plant, indigenous to
colonizing saline environments, if it was considered a salt weed, it is currently
gaining its place in Portuguese cuisine, mainly for the confection of gourmet dishes,
seasonings and salads.

The present study is a contribution to the valorization of Salicornia
ramosissima through the use of plant propagation techniques.

In the ex vitro establishment the germination rate was 82.22% in perlite, and
88.89% in organic substrate, the germinated plants transplanted and placed under
the same conditions as the domestic plants presented, until the end of the test,
dark color and maximum growth 22.5 cm.

In the in vitro establishment the average germination rate was 91.33%; it was
possible to establish and multiply apexes and nodal segments with a maximum
multiplication rate of 1.75 and 1.29 in the first and second fingerings respectively.

ATR-FTIR spectroscopic analyzes of salicornia plants irrigated with
freshwater and seawater evidenced the high capacity of water storage in their cells,
mainly to compensate the accumulation of salts. The presence of compounds such
as carbohydrates, esters, phenolic compounds, fatty acids, among others were also
detected.

Keywords: Salicornia ramosissima, in vitro establishment, ex vitro
establishment, ATR-FTIR, FT-Raman.
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1. INTRODUGAO

As alteracdes climaticas, nomeadamente a diminuicdo da &agua doce
utilizavel, conduzem a necessidade de selecionar e valorizar novas plantas para
alimentar uma populacdo em rapido crescimento. De acordo com a Organizagao
para a Alimentacdo e Agricultura (FAO) (2017), estima-se que a populagéo
mundial atinja os 9,8 mil milhdes de pessoas em 2050 e por conseguinte seri

necessario aumentar a producao de alimentos em 70 %.

Por outro lado, a poluicdo provocada pelo homem e o uso excessivo de agua
doce na agricultura conduzem a uma diminuicdo da quantidade de agua potavel
disponivel para muitas populacdes, sobretudo para as mais desfavorecidas (FAO,
2018). Assim sendo, é urgente encontrar formas de reduzir o consumo de agua
doce ou encontrar novos meios de obter alimentos com recurso a agua salgada, ja
gue esta representa cerca de 97,5 % de toda a agua do planeta (REBOUCAS,
2005).

As plantas haldfitas, possuem grandes potencialidades para “revolucionar” a
agricultura pois tém a capacidade de completar o seu ciclo de vida em ambientes
com elevadas concentracdes de sais (YENSEN, 2008), permitindo a obtencédo de
alimentos em areas até agora desvalorizadas ou sub-aproveitadas. Uma dessas
plantas é a salicérnia, que cresce espontaneamente em zonas estuarinas, sapais e
salinas. Esta planta hal6fita é comestivel e apresenta inUmeras vantagens que nao
se esgotam na possibilidade do seu cultivo em ambientes salinos. A salicornia
contém minerais benéficos para a salde tais como o calcio, 0 potassio e o
magnésio, e possui ainda, compostos com propriedades antioxidantes, anti-
inflamatorias e até antidiabéticas (MAREC, 2016).

Com o presente trabalho pretende-se conhecer a micro e macro propagacao
da Salicornia ramosissima e 0 seu crescimento em diferentes concentragdes de
sal, com a finalidade de possibilitar a sua introdugdo no mercado, como planta

condimentar e a sua comercializagao em vaso.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. SELECAO E VALORIZACAO DE PLANTAS

A selecdo de plantas pelas suas caracteristicas foi um processo que se
iniciou com a propria agricultura, aproximadamente ha 10.000 anos (BROWN, et
al., 2008) e ainda hoje continua. O Homem comecgou por observar e selecionar na
natureza aquelas plantas que pelas suas caracteristicas Ihe eram mais benéficas
para a sua sobrevivéncia. De seguida, por plantacdo ou sementeira propagou as
plantas selecionadas para manter e melhorar as suas caracteristicas ano apos
ano. Este processo, denominado de domesticacdo, € o resultado de um processo
de selecdo e de adaptacdo a agricultura das plantas selecionadas (BROWN, et al.,
2008; FULLER, 2007; BESPALHOK, GUERRA, & OLIVEIRA, 2006; GUILHERME
& RODRIGUES, 2014).

Durante o processo de domesticagdo ocorrem algumas alteracdoes das
caracteristicas das plantas o que permite 0 aumento da produtividade, do aumento
dos frutos, dos grdos, das fibras, da perda de dorméncia de sementes, da
diminuicdo ou perda dos mecanismos de dispersdo, da maior uniformidade das
plantas e da reducdo de substancias toxicas. Estas modificacbes, sdo o resultado
da atividade, ou silenciamento, de um ou varios genes que afetam uma série de
caracteristicas de determinada planta. Este efeito denomina-se sindrome da
domesticacao, que no fundo é o conjunto de caracteristicas que diferem entre as
versfes selvagens e domesticadas de uma espécie de planta (FULLER, 2007,
BROWN, et al., 2008; GUILHERME & RODRIGUES, 2014; BESPALHOK,
GUERRA, & OLIVEIRA, 2006). Em 2007, surgiu no Brasil um novo conceito
denominado Plantas Alimenticias Ndo convencionais (PANC), com o Bidlogo e
Mestre em Botanica Valdely Kinupp, que séo plantas designadas “daninhas” ou
“‘ingos” devido ao facto de crescerem entre as plantas cultivadas. No entanto, séo
espécies com grande importancia ecolégica e econdmica. Muitas destas espécies,
sdo comestiveis mesmo que atualmente em desuso (ou quase) pela maior parte
da populagdo. O mesmo € valido para plantas silvestres, as quais sao
genericamente chamadas de "mato” ou “plantas do mato” que s&o recursos
genéticos com usos potenciais inexplorados. Este termo foi atravessando
fronteiras e hoje, também em Portugal, € um conceito que vai ganhando adeptos.

A salicornia podera enquadrar-se neste conceito, pois até ha pouco tempo, de
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acordo com Barroca et al. (2017), era considerada uma erva daninha, invasora das
salinas. No entanto, atualmente é cada vez mais apreciada em termos
gastronomicos. A valorizacdo desta planta passa pelo seu potencial de mercado,
nomeadamente, pelo conhecimento das suas propriedades nutricionais e
medicinais, da facilidade de cultivo, transporte e conservacdo (SANTOS, et al.,
2015; PINTO, 2014).

Embora as plantas do género Salicornia sejam ja bastante utilizadas em
muitos paises do mundo, em Portugal s6 agora se comeca a dar os primeiros
passos para a sua plena utilizacdo, sobretudo na culinaria, seja como substituta do
sal ou na confecdo de pratos e saladas (NEVES, 2013; VENTURA, et al., 2011;
GAGO, et al., 2011). Recentemente, a salicornia é considerada um legume e por
conseguinte, para efeitos do Codigo do IVA, a sua comercializagdo em fresco,
refrigerada, seca, desidratada ou congelada, mesmo que previamente cozida,
beneficia da taxa reduzida do imposto, por enquadramento nas verbas 1.6.1 e
1.6.2 da lista | anexa ao citado Cdodigo. No entanto se for comercializada em pé ou
em conserva, aplica-se a taxa normal do IVA, de acordo com o Oficio Circulado n.°
30185, de 2016-12-09 da Autoridade Tributaria e Aduaneira.

2.2. SAPAIS

Os sapais sdo zonas estuarinas, costeiras ou lagunares, onde se acumulam
sedimentos transportados pelo vaivém das marés em estuarios ou baias. Estes
sdo constituidos, geologicamente, por lamas e particulas finas de areia e
colonizadas por vegetacao halodfila, propria de terrenos salgados, que desempenha
um papel fundamental na fixacdo dos sedimentos (ICNF, 2014; GONCALVES,
2016).

Os sapais sao considerados um dos ecossistemas mais produtivos e por
conseguinte, pela sua importancia, interesse comunitario e tendo como objetivo
principal a manutencédo da biodiversidade, estes habitats naturais sdo protegidos
pela diretiva 92/43/CEE e Decreto-Lei 140/99 de 24 de Abril, Anexo B1,
republicado pelo Decreto-Lei 49/2005 de 24 de Fevereiro.



2.3. PLANTAS HALOFITAS

O termo Haldfitos deriva das palavras gregas halo que quer dizer sal e phyte
que designa planta. Sdo plantas capazes de completar o seu ciclo de vida em
ambientes com elevadas concentracdes de sais (YENSEN, 2008) (Figura 1).
Estima-se que entre um e dois por cento das espécies de plantas sdo haldfitas
(FLOWERS & COLMER, 2008; GAGO, et al., 2011).

Figura 1: Plantas haléfitas, Costa de Lavos.

De acordo com Lousa, et al. (2007) os sistemas halo6fitos desenvolveram trés
tipos de adaptagfes ao seu habitat:

Fisiologicas
» atraso na germinacao e/ou maturacao sob condic6es desfavoraveis;
» estacao de crescimento mais curta (anuais);
» cuticula mais espessa para diminuir a transpiragao;
» seletividade a ides especificos para compensar desequilibrios.

o acumulacdo de sais nos tecidos (absorcdo em alto grau de

certos ides, como potassio, na presenca de elevadas concentracdes



de sddio no meio exterior. Exemplos:algas marinhas (Halobacteria),
Arthrocnemum, Salicornia, Sarcocornia
o armazenamento de sais em estruturas especiais. Exemplos:

Atriplex halimus, Salsola opositifolia.

Morfologicas

» diminuigdo do tamanho da folha para reduzir a transpiracao;

» caules e/ou folhas carnudos (acumulam e expelem sais para evitar a
toxicidade e compensar diferencas de pressdo osmotica com o0 solo) com
presenca de parénquima aquifero;

» reducao do numero de nervuras:

» reducdo do niumero de estomas;

» tricomas e glandulas excretoras de sal - Atriplex spongiosa,
Limonium, Tamarix;

» raizes muito profundas para captar agua em profundidade e/ou
sistemas radiculares superficiais de modo a recolher de imediato a 4gua que
chega ao solo e a condensacédo do orvalho e neblinas nas épocas de maior
secura,;

» presenca de microrrizas nas raizes que ajudam a sobreviver as
plantulas e posteriormente colonizar as dunas;

» forma prostrada ou pulviniforme para resistir ao vento.

Adaptacdes Fenologicas

» atraso na floragéo.

De acordo com Topsa (1939) e Braun-Blanquet (1979) cit por (COSTA, 2001)

os halofitos séo classificados em trés grupos:

» Halofitos obrigatérios, aqueles que necessitam de sais, logo
precisam de habitar ambientes salinos, como as diversas espécies dos
géneros Salicornia, Sarcocornia, Arthrocnemum, Limonium, Suaeda,

Limoniastrum, Atriplex, Frankenia, Spartina, Puccinellia, etc.;



» Haldfitos preferenciais, aqueles que preferem sais, logo ambientes
salinos como sdo os Scirpus maritimus var. compactus, Juncus maritimus,
Salsola vermiculata, Hordeum marinum, etc.;

» Haldfitos de subsisténcia, aqueles que toleram sais e ambientes
salinos como Phragmites australis, Juncus acutus, Cotula coronopifolia, Beta

vulgare subsp. maritima entre outros.

Na sua grande maioria as plantas sdo muito sensiveis ao sal. A salinidade da
agua e do solo afeta negativamente o crescimento e o rendimento de grande parte
das plantas cultivadas (GAGO, et al., 2011). As plantas haléfitas sdo capazes de
viver em ambientes de grande salinidade, como as zonas costeiras, sapais, salinas
e marinhas (BARROCA, et al., 2017; GAGO, et al., 2011).

A cultura de plantas halofitas é uma promissora ajuda na dessalinizagdo dos
solos bem como no aumento das areas atualmente cultivadas, quer seja para a
alimentacdo animal quer seja para a producao de alimentacdo humana, sobretudo
como alimento gourmet (GAGO, et al., 2011).

2.4. SALICORNIA

A etimologia da palavra salicérnia, tem a sua origem no termo arabe
“salcoran”, e deve o seu nome a sua forma de caules articulados, suculentos e
sucessivos terminando como um mamilo saliente chamado “corno de sal'. A
origem da palavra também esta associada, as palavras latinas sal e cornu, que
quer dizer ramos em forma de corno contendo sal, ou cornos salgados (MAREC,
2016).

A salicérnia (Figura 2) é considerada uma planta haléfita obrigatoria, porque
necessita de sais para se desenvolver, habitando assim em ambientes salinos
(Topsa (1939) e Braun-Blanquet (1979) citados por (COSTA, 2001)). Esta planta é
também conhecida por espargos do mar (VENTURA, et al., 2011), sal verde ou
erva-salada. Antigamente era considerada uma erva daninha que colonizava
salinas e, por conseguinte, causava prejuizos ou obrigava a cuidados com a
monda. A sua utilizacdo para fins alimentares esta largamente difundida entre as

populacdes litorais de Franga, Inglaterra e Paises Baixos, mas também localmente



em lItalia, na Eslovénia e na Grécia. Em Portugal ndo existia a tradi¢cdo de a utilizar

na alimentacao, industria ou como planta medicinal (NEVES, 2013).

Figura 2: Plantas de Salicérnia.
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Este panorama tem vindo a mudar, e atualmente € requisitada pelos

melhores chefs para a confecdo de pratos gourmet e tempero de saladas
(BARROCA, et al., 2017; VENTURA, et al., 2011; MAREC, 2016). A salicornia é
uma planta anual e caracterizada por uma morfologia simples, uma vez que produz

apenas rebentos suculentos aparentemente sem folhas (VENTURA, et al., 2011).

2.4.1. SALICORNIA RAMOSISSIMA J. WOODS

A classificacdo taxonémica da Salicornia ramosissima J. Woods apresenta-

se na Tabela 1.

Tabela 1: Classificacio taxonémica da planta haléfita Salicornia ramosissima (UTAD, 2018;

ALMARGEM, 2018).

Classificacdo taxon6mica
Dominio Eucarya
Reino Plantae
Filo Angiospermophyta
Classe Magnoliopsida
Subclasse Caryophyliidae
Ordem Caryophylales
Familia Chenopodiaceae
Género salicornia
Espécie Salicornia ramosissima J. Woods




2.4.1.1. MORFOLOGIA E BOTANICA

A Salicornia ramosissima é uma planta autoctone, terdfita, anual ou bianual,
ereta por vezes prostrada de 10 a 40 cm de altura, sem pelos, com raiz delgada,
tem cor verde escura, por vezes amarelada ou mesmo em tons vermelho purpura.
O caule é ereto, translucido, articulado, carnudo, bem ramificado e aparentemente
sem folhas. No entanto, tem folhas opostas, soldadas entre si e com o talo
formando um articulo carnudo. As flores sdo quase invisiveis, verdes, com anteras
amarelas, e geralmente solitarias ou em grupos de trés. Apresenta uma
inflorescéncia (espiga) terminal de 2 a 3,5 cm; 10 a 14 segmentos férteis, cada um
dos segmentos férteis com 1 a 3 mm de altura, de lados convexos, raras vezes
paralelos, com margem superior escariosa longa (de 0,2 a 0,3 mm). A flor central
do topo longitudinal € maior do que as laterais, com a sua base geralmente coberta
pela margem escariosa do segmento inferior, as anteras com 0,4 a 0,5 mm e
sementes de 1,1 a 1,4 por 0,5 a 0,7 mm produzidas pelas flores centrais do topo. A
floragdo ocorre de maio a novembro (UTAD, 2018; ALMARGEM, 2018; MAREC,
2016; CASTROVIEJO, et al., 1990) (Figura 3).

Figura 3: Esquema ilustrativo do género Salicornia: a) Salicornia, b) inflorescéncia, c) semente, d) corte
longitudinal da semente, adaptado de (CASTROVIE]O, et al, 1990).



2.4.1.2. ECOLOGIA E HABITAT

A salicornia € uma planta que cresce em meios ricos em sais. A sua
capacidade de adaptacdo esta relacionada com a presenca de carregadores de
agua, ides de amonio, entre outros, que desempenham um papel fundamental na
protecdo contra a desidratacdo em concentracbes elevadas de sal (MAREC,
2016). Esta planta apresenta, seletividade para ides especificos para compensar
desequilibrios e como acumula sais nos tecidos, é considerada uma haldfita
obrigatoéria, porgue necessita de sais para se desenvolver (Topsa (1939) e Braun-
Blanquet (1979) cit por (COSTA, 2001)). Por conseguinte, habita em ambientes
salinos como o0s sapais, salinas, estuarios ou nos limites das marés mais altas.
Cresce individualmente ou em grupos agarrando-se as rochas, dunas de areia,
sedimentos, etc., é resistente ao vaivém das marés e formam frequentemente
colénias impressionantes que estabilizam os solos permitindo a fixacdo dos

sedimentos e consolidacdo dos solos (MAREC, 2016).

2.4.1.3. DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

A Salicornia ramosissima estd amplamente distribuida por todo o litoral
costeiro desde o Oeste da Europa, ao Noroeste de Africa, desenvolve-se
preferencialmente em pantanos, sapais salgados ou salinas temporariamente
alagadas (MAREC, 2016; CASTROVIEJO, et al., 1990)

Em Portugal encontra-se distribuida por todo o litoral continental (Figura 4),
sendo habitual nas areas estuarinas e sapais (CASTROVIEJO, et al., 1990).



Salicornia ramosissima JWoods
ecorir nPorts -

Figura 4: Mapa com a distribuicdo da Salicornia ramosissima em Portugal, adaptado de Flora-On
(ARAUJO, et al., 2018).

2.4.2. APLICACOES

A salicornia é usada h& séculos para diversos fins, nomeadamente na
alimentacdo e na producdo de sabdo e de vidro. Através da sua combustao
obtinha-se uma soda em forma de cinza utlizada no fabrico do vidro. Esta
substancia chamava-se salicor, salicore ou salicorn. No século XIV, em Franca,
dizia-se que as oficinas do vidro se mudavam consoante as areas de dispersdo da
planta (MAREC, 2016).

2.4.3. Usos MEDICINAIS

No passado, em Franca, a salicornia foi também conhecida como “passe-
pierre” porque permitia dissolver os calculos (pedras). Na medicina tradicional é
usada para tratar distarbios intestinais, pois contém substancias diuréticas e
desintoxicantes, como o iodo, fosforo, calcio, silica, zinco, manganés, e ainda
vitaminas A, C e D. A salicérnia € ainda reconhecida pela sua eficacia contra

doencas renais, hepatite, arteriosclerose e diabetes. Algumas experiéncias
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farmacoldgicas revelaram que tem atividade antioxidante, antimicrobiana e anti-
inflamatoria (MAREC, 2016).

Como é rica em vitamina C, diz-se que foi utilizada pelos marinheiros
Portugueses (NEVES, 2013) e Espanhdis durante os descobrimentos como forma
de prevenir o aparecimento do escorbuto. J& nos séculos XVII e XVIII se
conheciam bem os beneficios desta planta. O Espanhol Don José Quer y Martinez
(1695-1764) no Livro "Flora ou Histdria Espanhola das Plantas que Cresce na

Espanha” cit por Soler (2010), referia as utilizagdes da salicornia, “4 coc¢do é muito
apetecivel, promove urina e menstruagdo, facilita o parto, expele pdrias e expele humores
aquosos do estémago, razdo pela qual é usado para hidropisia, cinzas sdo usadas na
fabricagdo de sabdo e para fazer vidro, infundido com dgua, cura sarna, herpes e outras

doengas cutdneas, para estes efeitos as partes ofendidas com a infusdo devem ser lavadas

"

2.4.4. ALIMENTACAO

As plantas do género Salicornia podem ser usadas para 0s mais diversos fins
alimentares, pode ser ingerida crua ou cozinhada, em sopas, saladas, como
aperitivo ou a acompanhar pratos de peixe, carne vermelha, branca ou de aves.
Quando é apanhada no final do Verdo ou no Outono, pode ter uma textura um
pouco mais fibrosa e sabor ligeiramente amargo, pelo que é melhor ser cozinhada
em agua a ferver durante poucos minutos. Esta planta pode ainda ser conservada
em vinagre como picles e usada para realgar o sabor da maionese ou da mostarda
(MAREC, 2016; NEVES, 2013).

2.5. PRODUCAO DE PLANTAS

A escolha do modo de propagacéo das plantas € importante, e deve refletir o
objetivo do processo de multiplicacdo. O valor das plantas a multiplicar é o fator

determinante na escolha do método de propagacéo.
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A reproducdo sexuada promove a diversidade genética, permitindo a selecéo
de novas combinacdes genéticas (CAMPBELL, et al., 2008) assim como uma
grande produgdo de sementes e custos mais reduzidos quando comparados com a
producdo de plantas por macropropagacdo vegetativa em viveiro, 0
armazenamento por longos periodos de tempo sem perda da viabilidade em
muitas espécies e a facilidade de colonizagdo de habitats associada aos
mecanismos naturais de dispersdo das sementes (DEMINICIS, et al., 2009).

Pelo contrario, os métodos de propagacdo vegetativa sdo Uteis quando se
pretende manter e multiplicar as caracteristicas genéticas de um dado genétipo ou
de plantas de elite. Por este processo sdo também propagados hibridos e
genotipos estéreis (DANNER, 2008).

Diversos métodos de propagacdo vegetativa como a estacaria ou a
micropropagacao tém sido aplicados no melhoramento de varias espécies de
plantas, assegurando assim a passagem da variancia genética aditiva e nao
aditiva a descendéncia. As espécies com maior valor econémico sao propagadas
vegetativamente e sdo instaladas em plantagOes clonais. A estacaria e a enxertia
sdo as técnicas de macropropagacdo vegetativa mais utilizadas, mas outras
técnicas sdo também empregues, como sejam a micropropagacdo de gomos
axilares, rebentos epicormicos, 4&pices meristematicos, etc. Estas técnicas
permitem a multiplicagdo vegetativa de plantas adultas selecionadas e garantem a
estabilidade genética (WHITE, ADAMS, & NEALE, 2007; ERICKSSON, EKBERG,
& CLAPHAM, 2006).

2.5.1. PROPAGACAO IN VITRO

2.5.1.1. MICROPROPAGACAO

A micropropagacao é a multiplicacéo fiel de um gendtipo selecionado atraves
das diversas técnicas de cultura in vitro, e esta geralmente associada a producéo

de plantas em larga escala a pre¢cos competitivos (ZAVATTIERI, 2002).

A micropropagacdo é atualmente um método de propagacdo vegetativa
aplicavel a uma grande variedade de espécies e € mundialmente utilizado pelos
bons resultados que apresta para as mais variadas espécies vegetais bem como

pelas aplicacdes praticas comprovadas por estudos cientificos. Esta pratica
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possibilita a propagacdo vegetativa de espécies dificeis de serem propagadas por
outros métodos (CANHOTO, 2010).

O explante deve ser selecionado cuidadosamente, pois este pode determinar
0 sucesso ou ndo da micropropagacdo. Os explantes provenientes de sementes e
partes juvenis de plantas adultas sdo os mais adequados, embora também se
possa utilizar material vegetal adulto. Neste caso, estes devem ser colhidos de
plantas em crescimento ativo e que ndo estejam em condi¢cdes de stress. Entre as
principais vantagens da sua utilizacdo, estdo a possibilidade de se obter varias
plantas a partir de um pequeno pedaco da planta mée, ou seja, a partir de um
unico explante inicial (CANHOTO, 2010).

A multiplicacdo das plantas é feita em condi¢des controladas em laboratorio
e assim pode ser feito independentemente das condi¢des climaticas, possibilitando
uma reducdo do tempo e da area necessaria a propagacédo da espécie. As plantas
obtidas sao a “reproducao” fiel da planta méae, ou seja clones. Estes séao livres de
doencas, fungos, bactérias, virus, etc., 0 que possibilita a sua conservacao por
longos periodos de tempo bem como a troca de material vegetal sem problemas
de sanidade (ERIG & SCHUCH, 2005; CANHOTO, 2010; CABRAL, et al., 2003).

Os principais problemas desta técnica sdo os custos elevados, pois requer
formacao especifica e bons conhecimentos tedrico-praticos, o preco dos meios de
cultura e restante material laboratorial, e a instabilidade e qualidade genética das
plantas micropropagadas (CANHOTO, 2010).

De acordo com Murashige (1974), cit. por (CANHOTO, 2010; ALLAN, 1981)
0 conceito de micropropagacdo ou propagacao in vitro é apresentado em trés
fases distintas. Na primeira fase € feita a selecdo dos explantes, a sua desinfecdo
e estabelecimento em meio de cultura em condi¢cdes de assepsia. Na segunda
fase é feita a multiplicacdo sucessiva dos propagulos, em meio de cultura
apropriado para o seu desenvolvimento. Na terceira fase, os clones obtidos sdo
transferidos para um meio de enraizamento e posteriormente transplantados para
0 substrato ou diretamente para o0 solo, em condigcbes controladas de

atempamento para evitar o stress hidrico e térmico.
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2.5.1.2. MEI0S DE CULTURA

Um dos fatores mais determinantes para 0 sucesso ha micropropagacao é a
composicao do meio de cultura (CANHOTO, 2010). Assim o meio de cultura é a
associacao qualitativa e quantitativa de substancias e nutrientes necessarios ao

desenvolvimento da planta em condig¢fes artificiais (RODRIGUES, 2014).

Cada espécie de planta ou mesmo cada parte desta tem necessidades
nutricionais e hormonais diferentes e por isso ndo existe um meio especifico para
cada tipo de planta. Deste modo, séo inicialmente testados os meios denominados
meios base e depois consoante as necessidades nutricionais ou hormonais
detetadas o meio vai sendo otimizado (CANHOTO, 2010).

Existem nos meios de cultura denominados meios base alguns mais simples
e outros mais complexos. A solucdo de Knop (1865) é a mais antiga e considerada
uma das mais simples; ja a solucdo MS (Murashige & Skoog, 1962) é considerada
das mais complexas e também das mais utilizadas (RODRIGUES, 2014;
MALAJOVICH, 2013).

De acordo com Malajovich (2013) os componentes do meio de cultura para

células vegetais sao:

> Agua destilada (95 % do meio);

» Fonte de carbono - a fonte de carbono € necesséaria porque o0s
explantes ndo séo totalmente autotroficos e a fotossintese in vitro ndo supre
as necessidades das células. A fonte de carbono mais comum é a sacarose

» Substancias inorganicas

o Macronutrientes (N, P, K, Ca, Mg, S)
o Micronutrientes (Fe, Co, Zn, Ni, B, Al, Mn, Mo, Cu, I)
» Vitaminas
» Hormonas e reguladores de crescimento
o Auxinas - promovem o alongamento celular, a formagéo de
calos e de raizes adventicias, inibem a formac&o de brotos axilares
adventicios e, as vezes, a embriogénese em suspensdes celulares
o Citocininas - promovem a divisdo celular, regulam o

crescimento e o desenvolvimento dos tecidos vegetais.
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o Outras substancias, tais como as giberelinas, acido abcissico,
etileno.

» Misturas de substancias pouco definidas, extrato de levedura,
extratos vegetais, hidrolisados de caseina, peptona, triptona, etc.

» Materiais inertes, utilizados como suporte, agar, agarose, outros
polissacarideos, etc.

Segundo Rodrigues (2014) os principais meios de cultura usados em ensaios
de germinacgao sdo os descritos da Tabela 2.

Tabela 2: Principais meios de cultura (RODRIGUES, 2014).

Meios de cultura

Simples Mais Complexos
Solugéo de Knop (1865) White (White, 1943)
Solucdo de Knudson (1925) MS (Murashige & Skoog, 1962)

Solugéo de Hoagland & Arnon (1938) B5 (Gamborg et a., 1968)

KM (Kao & Michayluk, 1975)

2.5.2. PROPAGACAO EX VITRO

2.5.2.1. PROPAGACAO POR SEMENTE

A propagacdo por semente é normalmente a mais utilizada. A semente
(Figura 5) resulta da reproducdo sexuada e promove a diversidade genética,
através das recombinacdes resultantes da fecundacdo (CAMPBELL, et al., 2008).
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Figura 5: Semente nio selecionada de Salicornia ramosissima com casca.

Na sua maioria, as plantas produzem naturalmente sementes viaveis. No
entanto, nem sempre iSSO acontece e mesmo existindo sementes viaveis a sua
rapida degradacao ou dificuldade de germinacdo podem potenciar outros métodos
de propagacdo como a propagacao in vitro, a estacaria, mergulhia, enxertia, etc.,
(COSTA, 2004; FRANZIN & ROVERSI, 2002).

As vantagens na propagacao por semente sdo a obtenc¢do, normalmente
facil, de uma grande quantidade de sementes, 0s custos mais reduzidos quando
comparados com a producdo de plantas por micro ou macro propagacao
vegetativa, o armazenamento por longos periodos de tempo sem perda da
viabilidade em muitas espécies e a facilidade de colonizacdo de habitats associada

aos mecanismos naturais de disperséo das sementes (DEMINICIS, et al., (2009).

As principais desvantagens estdo relacionadas com a sanidade da semente
e estdo normalmente associadas aos insetos, fungos, bactérias ou virus que
podem inviabilizar ou reduzir a viabilidade da semente. Um outro fator
condicionante é a utilizacdo de produtos quimicos como herbicidas, inseticidas,
etc., nas plantas mae ou mesmo nas sementes que podem também eles diminuir a
sua viabilidade ou mesmo torna-las invidveis para germinacdo (FRANZIN &
ROVERSI, 2002; PEREIRA & BIANCHETTI, 1977).
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2.6. TECNICAS ESPETROSCOPICAS

2.6.1. ESPETROSCOPIA DE ABSORGAO DE INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER

No inicio do século XIX Sir Wilhelm Herschel, propbs a existéncia de outras
formas de radiacdo diferentes da luz visivel. Através de experiéncias para
determinar a quantidade de calor associada a cada uma das cores do espetro
visivel, observou que a temperatura aumentava a medida que se afastava da
regido do azul e se aproximava da regido do vermelho e se aumentava ainda mais
nas zonas abaixo do vermelho. Assim Herschel propds a existéncia de uma nova
forma de radiacdo abaixo da regido vermelha do espetro, a radiacdo no
infravermelho (IR) a qual na altura chamou de raios calorificos. Numa nova
experiéncia realizada em marcgo de 1800, este observou que quando se colocava
uma amostra na trajetéria dessa radiagcdo a temperatura diminuia em alguns
pontos, concluindo assim que nesses pontos, a temperatura diminuia porque a
amostra absorvia radiacdo no infravermelho, com esta experiéncia foram
estabelecidas as bases da espetrometria no infravermelho (OLIVEIRA & SILVA, (
2014); FTIR, 2016).

Os espectrometros de absorcdo de Infravermelho com Transformadas de
Fourier (FTIR) baseiam o seu principio de funcionamento no interferémetro de
Michelson, em que o espectrometro utiliza dois feixes de luz (feixe colimado) que
sdo separados num separador de feixes. Um dos feixes, segue para um espelho
fixo e o0 outro para um espelho mével, apds reflexdo os dois feixes encontram-se e
sofrem uma interferéncia depois de terem percorrido distancias diferentes devido
ao percurso do espelho movel. Esta diferenca no caminho percorrido pelos dois
feixes € chamado de atraso (d) e as frequéncias sao registadas nos eixos x y de
um grafico. O grafico da intensidade da radiacdo em funcao do atraso € chamado
de interferograma. Com o espectrometro FTIR é possivel obter espetros de
infravermelho para amostras em fase gasosa, liquida ou sélida. Normalmente a
amostra é colocada entre um par de placas, de material transparente a radiagao
infravermelha, que posteriormente € colocada na trajetéria do(s) feixe(s) de luz. O
espectrometro FTIR tém hoje uma enorme aplicabilidade e sdo largamente
utilizados em todo o mundo sobretudo pela sua velocidade, confiabilidade e

facilidade de manuseamento (MEDEIROS, 2009; FTIR, 2016).
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2.6.1.1. ESPETROSCOPIA DE REFLECTANCIA TOTAL ATENUADA

A espetroscopia de reflectancia total atenuada (ATR-FTIR) € uma técnica
utilizada para obter espetros FTIR de variadissimos tipos de amostras, mas
sobretudo de amostras de dificil manuseamento, como fios, filmes, pastas,
adesivos ou amostras liquidas. As amostras ndo precisam de preparagdo e sao
colocadas diretamente em contacto com o elemento de reflexdo interna, onde a luz
incidente é completamente refletida por este elemento depois de interagir com a
amostra (MEDEIROS, 2009; FTIR, 2016).

2.6.2. ESPETROSCOPIA DE RAMAN

A espetroscopia de Raman baseia-se no estudo da luz dispersa em todas as
direcbes por um material ao incidir sobre este um feixe de luz monocromatica.
Uma pequena parte desta luz € dispersa num comprimento de onda, ou
frequéncia, diferente da incidente e especifica do material analisado. Este
fenémeno foi observado na india em 1928 por Chandrasekhara Venkata Raman, e
por esse motivo, foi chamado de efeito Raman, esta técnica foténica permite a
identificacdo de materiais organicos e inorganicos ao fornecer informacéo quimica
e estrutural do objeto (FARIA, AFONSO & EDWARDS, 2002; RODRIGUES &
GALZERANI, 2012; ROSANNA, 2005).

A luz ao incidir sobre um objeto, € espalhada por ele, gerando luz com a
mesma energia ou de energia diferente da que incidiu sobre este. No primeiro
caso, a dispersao da luz € chamado de disperséo elastica e nao tem interesse pois
ndo permite analisar as diferencas de energia. Quando a luz gerada tem energia
diferente da luz incidente chama-se disperséo inelastica (com frequéncia diferente
da incidente) e permite obter informacdes sobre a composi¢cdo quimica e estrutural
do objeto a partir dessa diferenga de energia. Essa frequéncia de vibracdo permite
conhecer como € que 0s atomos estao ligados entre si e obter informacdes sobre a
geometria molecular, assim como perceber como interagem entre si e com o
ambiente (FARIA, AFONSO & EDWARDS, 2002; RODRIGUES & GALZERANI,
2012).
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Assim como na espetroscopia FTIR com dispositivo ATR as vantagens da
espetroscopia Raman € que é uma técnica de facil execucdo, rapida e néo
destrutiva e que ndo necessita de qualquer tipo de preparacdo ou manipulacdo da
amostra a analisar (ROSANNA, 2005; FARIA, AFONSO & EDWARDS, 2002).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. RECOLHA DO MATERIAL VEGETAL

A recolha de material vegetal para estabelecimento decorreu em julho e
setembro de 2017 e maio de 2018 nas Salinas Municipais do Corredor da Cobra
(SMCC) do Nucleo Museologico do Sal (Figura 6). Apos a recolha, o material
vegetal foi transportado em malas térmicas, para garantir a viabilidade das plantas.

Foi também recolhido solo e agua da salina para o estabelecimento ex vitro.

Figura 6: Recolha de material vegetal, nas SMCC.

As sementes de salicérnia foram recolhidas em setembro de 2017 e

gentilmente cedidas pela Doutora Gilda do Nucleo Museoldgico do Sal, SMCC.

As experiéncias ex vitro decorreram na localidade do Roxo, concelho de

Penacova.

As experiéncias in vitro decorreram nos laboratorios da Escola Superior
Agréaria de Coimbra.
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3.2. ESTABELECIMENTO EX VITRO

3.2.1. PLANTAS

Para o estabelecimento ex vitro foram utilizadas plantas de pequeno porte,
que aparentavam ser mais jovens, com aparente vigor e cor verde caracteristico,
por forma a facilitar a sua adaptacéo ao transplante e a condi¢des edafo-climaticas

diferentes do meio em que se encontravam (Figura 7).

Figura 7: Transplante das plantas recolhidas nas SMCC e regadas com agua do mar.

O transplante das plantas foi efetuado no proprio dia da recolha, em vasos
com capacidade de 500 e 700 mL. Para a transplantacdo das plantas foi utilizado o
solo das salinas e agua do mar recolhidos no préprio dia. No total foram
transplantadas 10 plantas. Os vasos com as plantas transplantadas foram
colocados em tabuleiros com 15 cm de profundidade para garantir a imersao dos
vasos. Os vasos foram colocados no exterior com exposicdo solar durante todo o

dia, por forma a simular as condi¢des naturais.

As plantas e o nivel de 4gua nos tabuleiros foram verificados diariamente, de
modo a garantir que o nivel de agua nos tabuleiros ndo variasse,

aproximadamente, mais de 3 cm.
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3.2.2. SEMENTES

Para o ensaio de germinacdo das sementes, foram selecionadas aquelas
gue apresentavam maior uniformidade (Figura 8). No entanto, estas ndo foram
sujeitas a qualquer tipo de desinfecdo ou tratamento de pré-germinacdo. Neste
ensaio foram testados dois tipos de substratos diferentes (substrato mineral
denominado perlite, lote 70207 e o substrato organico - “substrato universal” - da
marca Nutrofertil) para verificar qual o mais adequado para a germinacdo das

sementes.

Figura 8: Semente de Salicornia ramosissima , escolhida e limpa de casca.

Foram utilizados seis contentores reciclados, de aproximadamente 8 cm de
didmetro e 4,5 cm de altura.

Em trés dos contentores colocou-se uma camada de perlite de
aproximadamente 3 cm de altura. Nos outros trés contentores colocou-se uma
camada de substrato organico também com 3 cm de altura. Em cada um dos
contentores foram colocadas 30 sementes e regou-se com agua proveniente de
fonte natural. Os contentores foram colocados em estufa e foram regados

diariamente até ao final da experiéncia.

Foram também, semeados dois contentores de maiores dimensdes, um com
perlite e outro com substrato organico, com um numero indeterminado de

sementes em cada, uma vez que se desconhecia a taxa de germinacdo, assim
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como a viabilidade das plantas dai resultantes. Assim, foi garantido um ndmero

elevado de plantulas para serem transplantadas para o estabelecimento in vitro.

3.2.3. TRANSPLANTE DE PLANTAS SEMINAIS

ApoGs a germinacdo das plantas, provenientes dos ensaios de perlite e de
substrato organico, procedeu-se a transplantacdo das mesmas para tabuleiro com
alvéolos (Ensaio 1), vasos de 60 mL (Ensaio 2) e para vasos de 60 mL, 300 mL e
500 mL (Ensaio 3).

Ensaio 1

» um tabuleiro com alvéolos de 2x2x7 cm (Figura 9a) contendo

substrato orgéanico ja humedecido.
Ensaio 2

» vasos de 60 mL com substrato organico humedecido para
acompanhamento com rega com agua doce e com agua do mar e

posterior analise no ATR-FTIR.
Ensaio 3

» vasos de 60 mL, 300 mL e 500 mL de capacidade (Figura 9b) com

substrato organico humedecido para acompanhamento em ambiente

domeéstico.

Figura 9: Transplante das plantas de Salicornia ramosissima para: a) contentor, b) vasos de 60, 300 e
500 mL.
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Retiraram-se as plantas, de aproximadamente 1,5 cm de altura, com ajuda
de uma pequena espatula, de forma a nao danificar a raiz. Com a mesma espétula
abriu-se um buraco no substrato de cada alvéolo e colocou-se a planta,
aconchegando-a. Quando todas estavam transplantadas foram regadas, retirando-

se o0 ar, contribuindo para o aconchego da terra junto as raizes.

No ensaio 1 foram transplantadas 40 plantas, 20 provenientes do substrato

organico e 20 provenientes da perlite para os alvéolos do contentor.

Para o segundo e terceiro ensaios de contentores maiores realizou-se o
mesmo procedimento. No total foram transplantadas 26 plantas no segundo e 10
no terceiro, todas elas provenientes da germinacdo em substrato organico, pois
verificou-se terem maior viabilidade relativamente as provenientes de substrato

mineral (perlite).

3.3. ESTABELECIMENTO IN VITRO

3.3.1. SEMENTES

Para o tratamento de desinfecdo das sementes utilizou-se o procedimento
descrito no protocolo de desinfe¢do (Anexo 1) que é referido na literatura como um
dos que apresenta melhores desempenhos de germinacdo de véarias espécies de
plantas e segundo o qual se vai aumentando ou diminuindo o tempo de exposi¢ao
aos agentes de desinfecdo consoante o tamanho e rigidez da semente. Neste
caso, dado o tamanho reduzido das sementes foi aplicado um tratamento de

desinfecéo relativamente curto.

O teste de viabilidade das sementes realizou-se in vitro, servindo em

simultaneo para verificar a sua taxa de germinacao.

Na camara de fluxo laminar foram colocadas 30 sementes de salicornia em
cada uma das cinco caixas de Petri descartavel contendo meio de cultura MS
(Anexo ).

As cinco caixas de Petri foram colocadas em fitoclima de marca Aralab
(Anexo Ill), a uma temperatura variavel de 20 a 25 °C em condi¢cdes de

obscuridade, até a germinacdo das sementes. Apds a germinagdo e de modo a
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simular as condi¢des naturais, as plantas foram sujeitas a um fotoperiodo de 16

horas de luz a 25 °C de temperatura e 8 horas, no escuro, a 20 °C.

3.3.2. ESTABELECIMENTO DE APICES E SEGMENTOS NODAIS

O estabelecimento de apices e segmentos nodais decorreu em dois periodos
distintos (primeiro e segundo ensaio). O primeiro em setembro de 2017 e o
segundo em maio de 2018. Ambos foram realizados utilizando plantas recolhidas
na SMCC. No segundo ensaio foram também utilizadas plantas seminais
provenientes dos ensaios de germinacdo realizados em estufa e regadas
unicamente com agua “doce”. Foram recolhidas plantas que apresentavam maior
vigor e cor verde, embora as plantas recolhidas em setembro de 2017 ja

apresentassem uma coloracao verde/amarelado.

Apoés o tratamento de desinfecdo anteriormente descrito, em camara de fluxo
laminar, cortaram-se 0s ramos em pequenos segmentos nodais e 4pices com,
aproximadamente, 0,5 cm de comprimento, tendo o cuidado de rejeitar o material
vegetal necrosado no processo de desinfecdo. De seguida foram colocados em

meio de cultura MS e Knop em tubo de ensaio.

Apos o estabelecimento colocaram-se os tubos de ensaio com 0s apices e 0s
segmentos nodais, no escuro no fitoclima durante aproximadamente uma semana,
a 20 — 25 °C. Apos este periodo foram inspecionados, contabilizados e eliminados
todos aqueles que apresentavam fungos, bactérias ou necroses. Os que se
apresentavam em boas condi¢des, foram medidos e repicados para novo meio de
cultura MS, de modo a reduzir a presenca de fendis, e colocados durante dois a
trés dias as escuras na camara fitoclima. Posteriormente, foram colocados a meia-
luz durante aproximadamente uma semana. Decorrido esse tempo, foram
colocados com o fotoperiodo de 16 horas luz a 25 °C e 8 horas em regime de

obscuridade a 20 °C, de forma a simular as condi¢des naturais.
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3.3.2.1. PRIMEIRO ENSAIO

No primeiro ensaio foram estabelecidos em meio de cultura MS e Knop um
total de 16 apices e 20 segmentos nodais de material vegetal recolhido em

Setembro de 2017 na SMCC, como se pode observar na Tabela 3.

Tabela 3: Estabelecimento de apices e segmentos nodais de material vegetal recolhido em setembro de

2017 na SMCC.

Meio de cultura N° de apices N° de segmentos
MS 8 10
Knop 8 10

3.3.2.2. SEGUNDO ENSAIO

No segundo ensaio foram estabelecidos 32 apices e 40 segmentos nodais
em meio MS e Knop de material vegetal proveniente da SMCC, recolhido em maio
de 2018 e do ensaio de germinacao de substrato organico, como mostra a Tabela
4.

As plantas provenientes do ensaio de germinacgao tinham sido transplantadas
para substrato organico quando tinham 1,5 cm de acordo com o procedimento

anteriormente descrito e foram sempre regadas com agua doce.

Tabela 4: Estabelecimento de apices e segmentos nodais de material vegetal recolhido em maio de

2018 na SMCC e do ensaio de germina¢dao em substrato organico.

Meio de N° de apices N° de segmentos
) MS 8 10
Material vegetal da SMCC
Knop 8 10
Material vegetal de ensaio MS 8 10
de germinagéo ex vitro Knop 8 10
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3.3.2.3. REPICAGEM E MULTIPLICACAO

A repicagem dos explantes sobreviventes ocorreu quatro semanas apos o
estabelecimento. Nesta data, foi possivel multiplicar alguns deles pois

apresentavam bons crescimentos.

Em camara de fluxo laminar, previamente desinfetada e com o material
esterilizado, retirou-se o explante do respetivo tubo de ensaio, com a ajuda de uma
pinca comprida, para dentro de uma caixa de Petri. De seguida, cortou-se a base
do explante e, com a ajuda de outra pinca comprida, colocou-se dentro de outro
tubo de ensaio, com novo meio de cultura MS. Procedeu-se de igual modo para
todos os explantes, tendo o cuidado de desinfetar a superficie de trabalho e

esterilizar o material usado entre cada utilizagéo.

Apos cada repicagem e multiplicagdo colocaram-se os tubos de ensaio com
0s explantes num suporte de tubos, dentro da camara fitoclima, a 20 — 25 °C, com
fotoperiodo de 16 horas de luz, a 25 °C e 8 horas a 20 °C, no escuro, de forma a

simular as condi¢des naturais.

3.4. TECNICAS ESPETROSCOPICAS

3.4.1. ESPETROSCOPIA DE REFLECTANCIA TOTAL ATENUADA

Os espetros ATR-FTIR de salicérnia realizaram-se na Unidade 1&D de

Quimica-Fisica Molecular, da Universidade de Coimbra.

O detetor do equipamento ATR-FTIR foi previamente cheio com azoto liquido
e iniciou-se o programa “OPUS Spectroscopy Software. De seguida, a prensa foi
muito bem limpa com propanol e foi feito o background o qual se repetiu apos a
realizacdo da andlise a cada duas amostras a mesma salicornia e sempre que se
mudava de planta. Este procedimento permite a calibracdo do aparelho e é sempre

feito sem qualquer amostra ou residuos e apés a limpeza da prensa.

Para a realizacao das andlises usou-se as partes terminais e vicosas de cada
planta e sempre a extremidade apical destas, rejeitando a ponta, por forma a que

as amostras coincidissem em termos de localizag&o da planta.
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Com a ajuda de um bisturi foram cortados transversalmente pequenos
cilindros, com cerca de 2 mm de altura, a partir do Ultimo segmento de cada
salicornia. Cada segmento das diferentes plantas foi sempre colocado na prensa
do ATR-FTIR na mesma posicéo.

Os segmentos de plantas analisados correspondiam (i) a plantas recolhidas
nas SMCC, (ii) plantas seminais regadas apenas com agua doce, (iii) plantas
seminais regadas com agua do mar. As andlises espetroscopicas realizadas as
plantas regadas com agua do mar, foram efetuadas ao fim de uma semana de

rega diaria e novamente ao fim de dois meses de rega.

Os espetros de ATR-FTIR foram registados num espectrometro Bruker
Vertex 70 usando um acessoério de ATR com reflexdo simples em diamante. O
aparelho faz uso de um separador de feixe de Ge em substrato de KBr e um
detetor Telureto de mercurio e cadmio arrefecido com azoto liquido. Cada espetro
apresentado € uma média de quatro registos independentes, cada um com 128

acumulagoes.

Os resultados foram analisados através do programa Origin Pro 6.1
(ORIGUINLAB).

3.4.2. FT-RAMAN

Para a realizagdo das analises de FT-Raman foi utilizada uma amostra de

salicérnia liofilizada, colhida nas SMCC em 2017.

Os espetros de FT-Raman foram obtidos num espectrometro RFS-100 da
Bruker, usando um laser Nd:YAG laser de excitacdo a 1064 nm. Nos registos foi
usada uma poténcia de laser de 80-100 mW. Cada espetro apresentado € a média

de 3 medic¢des independentes cada uma com 150 acumulagdes.

Os resultados foram analisados usando o programa Origin Pro 6.1
(ORIGUINLAB).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ESTABELECIMENTO EX VITRO

4.1.1. PLANTAS

No ensaio de transplantacdo das salicornias recolhidas na SMCC (Figura
10a) verificou-se que em apenas 20 dias ap0s 0 seu transplante a maioria das
plantas ja ndo apresentava viabilidade (Figura 10b e 10c). Ap6s 30 dias do inicio

do ensaio todas as plantas tinham morrido (Figura 10d).

Figura 10: Ensaio de transplante de plantas recolhidas nas SMCC em Julho de 2017: a) plantas
transplantadas, b) 20 dias apos o transplante, c) pormenor de uma planta 20 dias ap6s o transplante,
d) 30 dias apés o transplante.

Apesar de se manter mais ou menos constante o nivel diario de 4gua nos
tabuleiros, o verdo de 2017 foi muito quente e com pouca humidade relativa no ar.
Este facto, pode ter condicionado negativamente a sobrevivéncia das plantas, pois
estas além de estarem deslocadas do seu habitat natural, estavam também a uma
altitude superior, cerca de 500 metros, em relagédo ao local da recolha.

Outro fator que pode ter influenciado a rapida morte das plantas deve-se ao
periodo de recolha do material vegetal, dado que estas jA se encontravam no
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periodo de floracdo. Esse periodo pode condicionar a sua viabilidade uma vez que
nesta época as plantas investem na producdo da semente e nao no
desenvolvimento do sistema radicular e os nutrientes e produtos foto-sintetizados
que séo produzidos sdo mobilizados inicialmente para as flores e posteriormente
para a frutificacdo e semente (BICHO, TORRES, & CRUZ, 2008). Apesar de se ter
escolhido as plantas que aparentemente estavam mais atrasadas na floracédo, pois
eram mais pequenas e apresentavam maior vigor em relacdo as restantes, nao foi

possivel manter as plantas viaveis durante um longo periodo de tempo.

4.1.2. SEMENTES

O ensaio de germinacdo ex vitro foi realizado em estufa com substrato de
perlite (Figura 11a) e substrato organico (Figura 11c), com rega manual. Apés 13
dias da sementeira obteve-se um elevado numero de sementes germinadas
(Figuras 11b e 11d) e j& existiam plantulas. Ap6s 21 dias, do inicio do ensaio,
verificou-se que ja ndo existiam novas germinacdes e por isso foi feita a avaliacdo

e contabilizacdo das plantas germinadas, como descrito na Tabela 5.

Tabela 5: Ensaio de germinacgado ex vitro.

Perlite Substrato organico
N2 sementes 30 30 30 30 30 30
N2 sementes germinadas 24 23 27 25 28 27
Média 24,7 26,7
Taxa de Germinacao (%) 80,0 76,7 90,0 | 83,3 93,3 90,0
Taxa média de Germinagao (%) 82,2 88,9

Na Tabela 5, observa-se que as taxas de germinacdo para ambos 0s
substratos foi elevada, respetivamente 82,2 % e 88,9 % para o substrato de perlite
e para o substrato organico. Estas taxas de germinacdo podem estar relacionadas
com o facto de ambos os substratos terem sido regados com agua doce, pois de
acordo com Silva, Caldeira e Freitas (2006) a baixa salinidade da agua favorece a

germinacgao das sementes.
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A taxa de germinacdo foi mais elevada no substrato organico do que com o
substrato mineral perlite. Apesar da perlite ter boa capacidade de retencédo de
agua, verificou-se que ocorria uma maior desidratacdo com este substrato. Por
outro lado, o reduzido tamanho da semente em relagédo a granulometria da perlite,
pode ter influenciado a disponibilidade da agua necessaria para a germinacao das
sementes em perlite. Assim, estes fatores podem condicionar a germinacdo das

sementes no substrato mineral perlite.

Figura 11: Ensaio de germinacdo de Salicornia ramosissima em substrato organico e em perlite: a)
sementeira em substrato organico, b) e d) Salicornia ramosissima germinada, c) sementeira em perlite.

Apesar das condi¢cbes de germinacdo serem diferentes das usadas neste
estudo, Lopes, et al. (2012) observou taxas de germinacdo para a Salicornia
ramosissima compreendidas entre 10 e 11 %, consoante o tipo de substrato e o
tipo de agua usada para a rega (agua de esteiro com diferentes diluicbes com
agua destilada).
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4.1.3. TRANSPLANTE DE PLANTAS SEMINAIS

4.1.3.1 ESTUFA

Nestes ensaios as plantas foram transplantadas para tabuleiros (primeiro

ensaio) e contentores (segundo ensaio) com substrato organico.

Como se pode verificar na Tabela 6, as plantas transplantadas para o
tabuleiro com substrato orgénico tiveram um periodo de sobrevivéncia inferior a
um més. No entanto, as plantas provenientes da germinacdo em substrato
organico foram as que resistiram durante mais tempo até a morte total de todas as

plantas.

Tabela 6: Ensaio de transplante das plantas provenientes do ensaio de germinacio, para tabuleiro.

Numero de Dias Apds Transplante 0 3 6 9 12 15 18 27
Plantas Sobreviventes, Germinadas em Perlite 20 14 9 2 2 0
% de Mortes 0O 30 55 90 90 100

Plantas Sobreviventes Germinadas em Substrato 20 17 16 12 8 3 2 0
% de Mortes 0O 15 20 40 60 85 90 100

No geral, a rapida morte das plantas pode dever-se ao pequeno volume dos
alvéolos do tabuleiro, bem como as altas temperaturas durante a realizacdo dos
ensaios. Apesar das plantas serem regadas uma vez por dia verificava-se que o

substrato se encontrava seco antes de cada rega.

Por outro lado, o facto das plantas provenientes da germinacdo em perlite
terem morrido primeiro do que as provenientes da germinacédo em substrato pode
estar relacionado com a robustez e com a protecdo da raiz. As plantas
provenientes de substrato organico aparentavam maior robustez e as suas raizes
apresentavam um “torrdo”, ou seja tinham parte do substrato onde germinaram a
aconchegar a raiz quando foram transplantadas (Figura 12a). No caso das plantas
transplantadas do substrato perlite as suas raizes estavam completamente

desprotegidas (Figura 12b).
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Figura 12: Plantulas provenientes do ensaio de germinacdo: a) plantula germinada em substrato
organico, b) plantula germinada em perlite.

O transplante das plantas para os vasos com substrato organico ocorreu uma
semana apos o transplante das plantas para o tabuleiro. Como se observou uma
rapida e elevada taxa de mortalidade das plantas provenientes de perlite optou-se
por efetuar apenas o transplante de plantas provenientes de substrato organico.
No segundo ensaio, 13 plantas foram regadas com agua doce e 13 regadas com
agua do mar. O transplante destas plantas seminais teve como principal objetivo
avaliar o comportamento das plantas ao tipo de rega. Esta monitorizacéo temporal

das plantas foi realizada através de técnicas de espetroscopia ATR-FTIR.
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Figura 13: Ensaio de Salicornia ramosissima regada com agua do mar e agua doce desde o
estabelecimento até as 21 semanas com intervalos de 7 semanas entre cada avaliacido: a), b), c) e d)
evolucio das plantas regadas com agua doce, e), f), g) e h) evolucio das plantas regadas com agua do
mar.

Todas as plantas transplantadas sobreviveram até ao final do ensaio, mas
verificaram-se algumas diferencas no seu crescimento. As plantas regadas com
agua do mar (Figuras 13e, 13f, 13g e 13h) cresceram mais do que as regadas com
agua doce (Figuras 132, 13b, 13c e 13d), como se pode observar na Tabela 7.
Apesar das plantas regadas com agua doce apresentarem um menor crescimento,
verificou-se que estas tiveram uma maior ramificacdo e 0s seus entrendés eram

mais curtos (Figura 13d).
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Tabela 7: Ensaio de Salicornia ramosissima realizada em estufa e regada com agua do mar e agua doce.

Salicornia ramosissima Altura (cm)
Apds 7 semanas Apbs 14 semanas Apbs 21 semanas
Aguado  Agua | Aguado Agua | Aguado Agua
Vasos mar doce mar doce mar doce
1 1,9 1,4 3,8 2,5 5,5 3,5
2 1,4 2 2,6 3,9 4,5 5
3 2,2 2,2 4,4 4,3 6 6
4 2,6 1,9 5,3 3,7 8 5,5
5 2,5 2,7 5,2 5,5 8 8,5
6 2,4 2 5 4 7,5 5,5
7 3,3 1,9 7,2 3,8 10,5 5
8 1,3 2 2,4 3,8 4 5,5
9 2,2 1,2 4,6 2,2 6,5 3
10 2,3 2,3 4,9 4,7 7 7
11 2,6 2,3 5,2 4,6 8 6,5
12 3,2 2,1 7,2 4,7 10 6,5
13 3,9 3,1 8,2 71 12,5 10
Média das alturas 2,5 2,1 51 4,2 7,5 6,0
Desvio Padrao 0,7 0,5 1,7 1,2 2,4 1,9

No final do ensaio a altura média das plantas regadas com agua doce foi de

6,0 cm e a altura maxima foi de 10 cm e as regadas com agua do mar a altura

média foi de 7,5 cm e a altura méxima foi de 12,5 cm.

O lento crescimento das plantas pode estar relacionado com o facto destas

estarem deslocadas do seu habitat natural e estarem dentro de uma estufa com

exposicao solar durante todo o dia e com temperaturas normalmente elevadas.

Apos trés meses de ensaio, as plantas comecaram todas a mudar a coloracao

para tons mais amarelados.
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4.1.3.2 INTERIOR DE CASA

A realizacdo do terceiro ensaio teve como principal objetivo avaliar o
crescimento desta planta no interior da casa (cozinha) de modo a analisar o seu

potencial de comercializagcdo como planta condimentar viva, plantada em vaso.

Nesta experiéncia as plantas foram mantidas dentro de casa, (parapeito da
janela, voltado a sul e com boa exposi¢cao solar), com temperaturas amenas e
regadas com agua do mar ou com uma solucdo salina com uma concentracdo

proxima da agua do mar (35 g de cloreto de sddio dissolvidos num litro de agua).

Todas as plantas sobreviveram até ao final do ensaio em boas condicdes,
como se pode verificar na Figura 14. As plantas apresentaram sempre uma cor

verde escura, bons crescimentos e entrenés longos.

Figura 14: Ensaio de Salicornia ramosissima regada com agua do mar, evolucio das plantas em
ambiente doméstico: a) plantas transplantadas, b) 14 semanas ap0s o transplante e c) e d) 21 semanas
apos o transplante.

Durante o ensaio foram sendo cortados pequenos rebentos dos ramos
laterais a algumas plantas de modo a néo influenciar os crescimentos em altura da
planta e simultaneamente testar o comportamento da planta quando sujeita a

cortes (podas) tal como se faz a uma planta condimentar em vaso. Por outro lado,
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o tamanho dos vasos de 300 ou 500 mL n&o pareceu influenciar o
desenvolvimento das plantas, j4 as plantadas em vasos de 60 mL apresentaram

menores crescimentos do que as de vasos de maior capacidade.

Como se pode observar na Tabela 8, no final do ensaio as plantas em vasos
de 60 mL apresentaram um crescimento médio de 11,4 cm e uma altura maxima
de 12,5 cm e as plantas em vasos de maior capacidade (300 e 500 mL)

apresentaram um crescimento médio de 15,8 cm e uma altura maxima de 22,5 cm.

Tabela 8: Ensaio de adaptacao a condi¢cdes de ambiente interior de casa e temperaturas domésticas.

Salicornia ramosissima Altura (cm)
Apods 7 semanas | Apds 14 semanas | Apds 21 semanas
Capacidade vaso (mL) 60 350 60 350 60 350
Vaso 1 3,7 3,7 8,1 8 12,5 12
Vaso 2 3,5 3,9 7,8 8,2 11 13
Vaso 3 3,6 7,1 7,9 14,3 12 22,5
Vaso 4 3,5 5 8 9,9 11,5 15
Vaso 5 34 53 7,6 10,2 10 16,5
Média das alturas 3,5 5,0 7,9 10,1 11,4 15,8
Desvio Padrao 0,1 1,4 0,2 2,5 1,0 4,1

Comparativamente ao ensaio realizado em estufa, as plantas em ambiente
domeéstico tiveram um crescimento médio muito superior, apresentando no final do

ensaio uma coloracdo verde escura mais intensa e um aspeto mais jovem.

4.2. ESTABELECIMENTO IN VITRO

4.2.1. SEMENTES

No teste de viabilidade das sementes in vitro verificou-se que a grande
maioria das sementes germinaram (Figura 15). Este teste serviu também para

determinar a taxa de germinacao das sementes.
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Figura 15: Caixa de Petri com semente de Salicornia ramosissima germinadas em meio de cultura MS.

Como se pode verificar na Tabela 9, dos cinco ensaios verificou-se que a
taxa média de germinacao foi de 91,3 %, sendo que a taxa maxima foi de 96,7 % e
a minima de 86,7 %. Nao foi possivel encontrar na literatura consultada resultados
gue demonstrem os valores de taxas de germinacdes nas condigbes do ensaio
realizado ou para a mesma espécie. No entanto, Lopes, et al. (2012), obteve taxas
de germinacdo de 56 %, em testes de germinacdo da Salicornia ramosissima,

realizados em papel de filtro e sem tratamento de desinfecéo.

Tabela 9: Ensaio de germinacao in vitro.

Meio de cultura MS
N2 sementes 30 30 30 30 30
N2 sementes germinadas 28 26 27 29 27
Média das sementes germinadas 27,4
Taxa de Germinacao (%) 93,3 86,7 90,0 96,7 90,0
Desvio Padrao da Média das Sementes germinadas 1,1
Taxa de Germinagao Média (%) 91,3

A taxa de germinacdo média superior a 90 % pode dever-se ao facto das
sementes serem uniformes e o meio de cultura apresentar uma baixa

concentracdo de sais. De facto, Silva, Caldeira e Freitas (2006) refere que a baixa
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concentracdo de sais no meio de cultura tem uma influéncia positiva na

germinagdo na generalidade das sementes.

4.2.2. ESTABELECIMENTO DE APICES E SEGMENTOS NODAIS

4.2.2.1. PRIMEIRO ENSAIO

No estabelecimento de apices e segmentos nodais verificou-se que ao fim de
uma semana todos estavam contaminados ou necrosados (Tabela 10). As
contaminacdes e as necroses aconteceram independentemente do meio utilizado
sendo a taxa de contaminacdes mais elevada nos segmentos nodais (65,0 %) e a

taxa de necroses foi mais elevada nos apices (62,5 %).

Tabela 10: Resultados do ensaio de estabelecimento de apices e segmentos nodais (Material vegetal

proveniente das SMCC).

N2 de apices | N2 segmentos nodais
N de estabelecimentos 16 20
Contaminagoes 6 13
Necroses 10 7
Taxa de contaminacgoes (%) 37,5 65,0
Taxa de necroses (%) 62,5 35,0

O facto de todos o0s segmentos nodais ou apices terem necrosado ou
contaminado pode dever-se ao ensaio ter sido realizado com plantas do campo em
época de floracao. Tal como foi referido por Bicho, Torres e Cruz (2008), nesta
época, as plantas, sobretudo as anuais e bi-anuais, entram em senescéncia e
mobilizam os nutrientes para a produgdo de flor, fruto e semente. Assim, a
utilizacdo dos apices e segmentos nodais colhidos de plantas nestas condi¢cdes
tém um défice de nutrientes e por conseguinte estdo mais debilitados para reagir e
crescer no meio de cultura. Deste modo, para a micropropagacdo vegetal devem
utilizar-se preferencialmente tecidos jovens e em crescimento, como fonte dos
explantes (CANHOTO, 2010; ANDRADE S. R., 2002).
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4.2.2.2. SEGUNDO ENsAIO

No segundo ensaio procedeu-se ao estabelecimento de apices e segmentos
nodais, provenientes de material vegetal colhidas na SMCC e de plantas
provenientes do ensaio de germinacéo ex vitro em substrato organico e mantidas
em estufa sendo regadas com agua doce. Os resultados do ensaio de
estabelecimento de apices e segmentos nodais em meio de cultura MS e Knop, de
plantas provenientes da SMCC encontra-se descrito na Tabela 11.

Tabela 11: Resultados do ensaio de estabelecimento de apices e segmentos nodais em meio de cultura

MS e Knop, de plantas provenientes das SMCC.

MS Knop

N2 dpices N2 seg. nodais N2 dpices N2 seg. nodais

N2 de estabelecimentos 8 10 8 10
Contaminagdes 7 10 8 9
Taxa de sobrevivéncia (%) 12,5 0 0 10

Como se pode verificar na Tabela 11, no estabelecimento do material vegetal
colhido nas SMCC obteve-se uma taxa de sobrevivéncia de 12,5 % para 0s apices
em meio de cultura MS e 10 % para os segmentos nodais em meio de cultura
Knop. Estas baixas taxas de sobrevivéncia podem dever-se ao facto das plantas
do género Salicornia armazenarem sal nas suas células e por conseguinte
promover uma maior desidratacdo do material vegetal. Segundo Canhoto (2010)
outro fator que pode condicionar o estabelecimento por micropropagacdo é a
desinfecdo do material vegetal. Esta operacdo representa uma etapa critica para a
sobrevivéncia dos explantes, pois se a exposi¢cado ao tratamento de desinfecéo for
demasiado prolongada o explante necrosa e se for demasiado curta o explante

contamina.

No estabelecimento do material vegetal proveniente do ensaio de
germinagcdo ex vitro em substrato organico (Tabela 12), as taxas de
estabelecimento em meio Knop foram 25 % e 0 %, respetivamente, para 0s apices

e 0S segmentos nodais.
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Para o meio de cultura MS obtiveram-se taxas de estabelecimento de 12,5 %

para os apices e 10 % para 0s segmentos nodais.

Tabela 12: Resultados do segundo ensaio de estabelecimento de apices e segmentos nodais em meio de

cultura MS e Knop, de plantas provenientes do ensaio de germinac¢ao ex vitro.

MS Knop

N2 dpices N2 seg. nodais | N2 dpices N2 seg. nodais

N2 de estabelecimentos 8 10 8 10
Contaminagoes 7 9 6 10
Taxa de sobrevivéncia (%) 12,5 10 25 0

Para ambos o0s estabelecimentos observou-se uma maior taxa de
sobrevivéncia nos ensaios em que se utilizou material vegetal do ensaio de

germinacgao do que no que se utilizou material vegetal proveniente da SMCC.

Este resultado pode ser devido ao facto das plantas do ensaio de
germinacdo terem sido regadas exclusivamente com agua doce e por serem
plantas mais jovens do que as colhidas nas SMCC. O meio de cultura ndo parece

influenciar, de um modo significativo, a sobrevivéncia dos explantes estabelecidos.

Embora ndo se tenha obtido taxas de estabelecimento muito altas,
conseguiu-se estabelecer com sucesso apices e segmentos nodais provenientes
de ambos os locais. Esta é uma etapa determinante para a manutencdo desta
planta in vitro pois embora exista sempre o risco de necroses e contaminacoes, a

repicagem é sempre um processo mais simples do que o estabelecimento.

4.2.3. REPICAGEM E MULTIPLICACAO

Depois do estabelecimento do material vegetal proveniente das SMCC e do
material vegetal proveniente do ensaio de germinagao, os explantes sobreviventes
estardo, em principio, livres de fungos e bactérias (Figura 16). Assim, 0 processo
de repicagem serve, sobretudo, para renovar o meio de cultura que vai ficando
empobrecido em nutrientes e reduzir a presenca de compostos fendlicos. Como

referido por Canhoto (2010), os explantes contém células em grande crescimento
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activo, concentram grandes quantidades de fendis e estes, quando oxidados pelo
ar, para além de darem uma cor acastanhada ao explante e ao meio de cultura
podem também levar a necrose dos tecidos.

Figura 16: Salicornia ramosissima antes e apos a repicagem e multiplicacio.

A multiplicacdo dos explantes foi realizada com o objetivo de averiguar a
possibilidade de manutencdo da salicérnia in vitro. Segundo White et al. (2010),
devido aos elevados custos envolvidos nesta técnica a sua aplicagdo é mais
indicada para plantas selecionadas e de grande valor econémico. No entanto, num
futuro proximo, a salicornia pode ser candidata a programas de selecdo e
melhoramento genético pelo que é importante perceber qual a facilidade de

manutencao in vitro.
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Tabela 13: Ensaio de multiplicacao da Salicornia ramosissima.

Explantes do Ensaio de
Explantes das SMCC
Germinagao
N2 de Explantes Sobreviventes 2 4
12 repicagem 2 7
Taxa de Multiplicagcdao 12 Repicagem 1 1,8
22 repicagem 1 9
Taxa de Multiplicagdao 22 Repicagem 0,5 1,3

Tal como se pode verificar na Tabela 13 foi possivel aumentar, globalmente,
0 nimero de explantes na primeira e segunda repicagem. Obtiveram-se melhores
resultados nos explantes provenientes dos ensaios de germinacéo, tal como
anteriormente referido no ensaio de estabelecimento. Esta observacdo pode
dever-se ao facto dos explantes dos ensaios de germinagéo terem sido regados
com agua doce, enquanto os explantes resultantes do material vegetal recolhido
nas SMCC conterem sal armazenado nas suas células e, por conseguinte,

condicionar a sua multiplicagéo.

4.3. TECNICAS ESPETROSCOPICAS

Os espetros de FT-Raman contém informacdes idénticas as de um espetro
de absorcdo no infravermelho (FTIR), apesar da natureza dos fendémenos fisicos
ser diferente, difusdo da luz no caso da espetroscopia FT-Raman e de absorcéo
da luz no caso do FTIR. Como se pode observar na Tabela 14, ambas as técnicas
identificam os mesmos grupos funcionais (vibragdes) nos mesmos comprimentos
de onda, mas as suas intensidades é que poderao ser diferentes (ALLEN, 2013;
HORIBA, 2004).
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Tabela 14: Comparacdo Raman vs IR, por grupos funcionais (vibracdes) e regidoes (HORIBA, 2004).

Functional Group/ Vibration Region Raman InfraRed
Lattice vibrations in crystals, LA modes 10 - 200 em™ strong strong
5(CC) aliphatic chains 250 - 400 em™” strong weak
u(Se-Se) 290 -330 em”’ strong weak
v{S-S) 430 -550 cm’’ strong weak
u(SI-C-51) 450 -550 cm”’ strong weak
u(Xmetal-Q) 150-450 em™’ sirong med-weak
u(C-l) 480 - 660 cm” strong strong
u(C-Br) 500 - 700 em’’ strong strong
u{C-Cl) 550 - 800 em” strong strong
u(C-5) aliphatic 630 - 790 em” strong medium
w{C-5) aromatic 1080 - 1100 em’™ strong medium
u(0-0) 845 -300 em”’ strong weak
v(C-0-C) 800 -970 em™ medium weak
w{CC) alicyclic. aliphatic chain vibrations 600 - 1300 cm™’ medium Medium
u(C=5) 1000 - 1250 em’” strong weak
u(CC) aromatic ring chain vibrations *1580, 1600 cm’™’ strong medium
1450, 1500 cm’' medium medium
1000 cm’’ strong/medium weak
5(CH3) 1380 em” medium strong
& C'S'{_g:‘:;ym 1400 - 1470 cm”’ medium medium
5 C‘ig;":;ym 1400 - 1470 em”’ medium medium
u(C-(NO2)) 1340 - 1380 em™’ strong medium
u(C-(NO2)) asym 1530 - 1580 em™ medium strong
u({N=N) aromatic 1410 - 1440 em™ medium .
w{N=N) aliphatic 1550 - 1580 em™' medium -
5(H20) ~1640 em™ weak broad strong
w(C=N) 1610 - 1680 cm’’ strong medium
u{C=C) 1500 - 1900 cm” strong weak
u(C=0) 1680 - 1820 cm™' medium strong
u(C=C) 2100 - 2250 cm”’ strong weak
uw{C=N) 2220 - 2255 cm” medium strong
uf=5-H) 2550 - 2600 cm’ strong weak
w{C-H) 2800 - 3000 cm™' strong strong
w{=(C-H)) 3000 - 3100 em”’ strong medium
u(z(C-H)) 3300 em™ weak strong
u(N-H) 3300 - 3500 em™’ medium medium
w(O-H) 3100 - 3650 cm’’ weak strong

4.3.1. EspPETROSCOPIA ATR-FTIR E FT-RAMAN

4.3.1.1. ATR-FTIR DE SALICORNIA SUBMETIDA A DIFERENTES TIPOS DE
REGA E SALICORNIA RECOLHIDA NAS SALINAS

Os espetros ATR-FTIR ilustrados da Figura 18 foram obtidos na regido
espetral de 500 a 4000 cm™ e dizem respeito a amostras de salicornia fresca
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recolhida na salina (Figura 18d), a amostras de salicérnia fresca submetidas a
diferentes tipos de rega (Figura 18a, 18b e 18c).

d
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Figura 177: Espetros ATR-FTIR (500 a 4000 cm™) de Salicornia ramosissima de: a) ensaio de
germinacio regada com agua doce, b) ensaio de germinacdo regada com agua do mar durante 1
semana, c) ensaio de germinacao regada com agua do mar durante dois meses e d) recolhida na salina.

Embora a analise de todo o espetro seja importante, até para identificar a
“impressao digital” da Salicornia ramosissima, assim como de todos 0os compostos
presentes nesta planta, o objetivo deste estudo €, sobretudo, perceber a interacédo
da agua com a acumulacédo do sal nas células da planta. Assim de acordo com a
bibliografia, parecem existir duas regiées (1500 cm™ a 1800 cm™ e 2700 cm™ a
3700 cm™) que se destacam pela importancia dos grupos funcionais que
evidenciam, e sobretudo pela presengca da agua ou das interacdes desta com
outros compostos (sobretudo entre a agua e os grupos OH). As Figuras 19 e 20

ilustram, respetivamente a regiao, 1500 cm™ a 1800 cm™ e 2700 cm™ a 3700 cm™.
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Figura 188: Espetros ATR-FTIR (1500 a 1800 cm™) de Salicornia ramosissima de: a) ensaio de
germinacdo regada com agua doce, b) ensaio de germina¢ao regada com agua do mar durante 1
semana, c) ensaio de germinacio regada com agua do mar durante dois meses, d) recolhida na salina.

Como se pode observar na Figura 19 as bandas séo relativamente largas e
com um maximo de absorvéncia a 1636 cm™ e 1735 cm™. Esta € uma
caracteristica espectral atribuida ao modo de elongacdo C=0 (vC=0),
caracteristico de ésteres, acidos carboxilicos, cetonas e aldeidos, ao modo de
deformacdo H—O-H (8H,0O), muito relacionada com a presenca de agua, e ao
modo de elongacdo C=C (vC=C), caracteristico de compostos aroméaticos
(HORIBA, 2004; ALLEN, 2013; DUBIS, DUBIS, & MORZYCKI, 1999).

Assumindo que as diferentes amostras de Salicornia ramosissima analisadas
nao apresentam diferencas no que respeita ao teor de compostos contendo o
grupo carbonilo (i.e., assumindo que a intensidade da banda associada a vC=0 se
mantém) no maximo da absorvéncia 1735 cm™ pode ser indicativo do aumento
dos compostos arométicos e acidos gordos insaturados, mas é devida
principalmente ao contributo da & H,O que se situa no maximo de absorvéncia
1636 cm™ e acaba por mascarar as outras bandas menos intensas. Comparando
0s espetros a), b), c), e d) da Figura 19, verifica-se um aparente aumento da

intensidade da banda da agua. Este aumento pode estar relacionado com os
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“carregadores de agua” que ajudam a planta a compensar o armazenamento de
sal nas células e tornam os entrends da Salicornia ramosissima cada vez maiores

a medida que aumenta a concentracao de sal.

I ' I N I T T
3000 3200 3400 3600
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Figura 199: Espetros ATR-FTIR (2700 a 3700 cm™) de Salicornia ramosissima de: a) ensaio de
germinacio regada com agua doce, b) ensaio de germinacdo regada com agua do mar durante 1
semana, c) ensaio de germinacgao regada com agua do mar durante dois meses, d) recolhida na salina.

Na Figura 20 observam-se bandas relativamente largas com um maximo de
absorvéncia a 2846 cm™, 2918 cm™, 3012 cm™, 3337 cm™ e 3384 cm™.

Os maximos de absorcao espetrais a 2846 cm™ e 2918 cm™ poderao ser
atribuidos as elongacdes simétrica e antissimétrica dos osciladores CH, (vs CH; e
vas CH», respetivamente), correspondendo aos acidos gordos presentes nas

plantas.

O méximo de absorgcdo espectral a 3012 cm™ pode ser atribuido as
elongacdes C—H de grupos alcenos (v=CH) e indicativo da presenca de é&cidos

gordos insaturados.
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Os méximos de absorcdo espetrais a 3337 cm™ e 3384 cm™ podem ser
atribuidos ao vOH, que denota a presenca de interacdes de moléculas de agua
com os hidratos de carbono ou compostos fendlicos, sendo frequentemente
denominadas como agua que ndo se encontra livre (disponivel) pelas interacdes
moleculares que estabelecem os grupos OH com as moléculas de 4gua (HORIBA,
2004; ALLEN, 2013; DUBIS, DUBIS, & MORZYCKI, 1999).

Assumindo que as diferentes amostras de Salicornia ramosissima analisadas
nao apresentam diferencas no que respeita ao teor de compostos contendo o
grupo v,;sCH; (i.e., assumindo que a intensidade da banda associada a v,sCH, se
mantém) nos maximos da absorvéncia a 2918 cm™ pode ser indicativo do aumento
da agua nas plantas. Comparando os espetros a) b) c) e d)da Figura 20, verifica-se
um aparente aumento da intensidade das bandas relacionadas com a &gua
associada aos hidratos de carbono e compostos fendlicos. Esta intensidade vai
aumentando a medida que aumenta o tempo de rega com agua contendo sal e é

ainda mais intensa nas plantas recolhidas nas salinas.

4.3.1.2. ATR-FTIR DE SALICORNIA FRESCA E LIOFILIZADA

Na Figura 21 sao ilustrados os espetros ATR-FTIR na regido espetral de 500
a 4000 cm™ e correspondem a amostras de salicornia recolhida na salina, fresca
(Figura 21a) e liofilizada (Figura 21 b).
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Figura 200: Espetros ATR-FTIR (500 a 4000 cm™) de Salicornia ramosissima recolhida na salina: a)
fresca e b) liofilizada.

Através da analise detalhada da banda espectral de 1636 cm™ e 1735 cm™

(Figura 22) observam-se bandas relativamente largas com um maximo de

absorvéncia a 1636 cm™ e 1735 cm™. Esta € uma caracteristica espectral que

denota a presenca de ésteres, acidos carboxilicos, cetonas, aldeidos, compostos

aromaticos e de agua (HORIBA, 2004; ALLEN, 2013; DUBIS, DUBIS, &
MORZYCKI, 1999).
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Figura 211: Espetros ATR-FTIR (1500 a 1800 cm™) de Salicornia ramosissima recolhida na salina: a)
fresca e b) liofilizada.

Assumindo que a intensidade da banda associada a vC=0 se mantém no
maximo da absorvéncia 1735 cm™ verifica-se que a principal diferenca entre os
espetros a) e b) da Figura 22 encontra-se na banda associada a agua livre.
Enquanto no espetro de salicornia fresca Figura 22a a banda associada a agua
livre € mais intensa e acaba por mascarar as outras bandas, no espetro de
salicornia liofizada Figura 22b, o teor de agua é muito reduzido devido ao
processo de liofilizacdo. Deste modo, banda existente sera associada aos

restantes compostos acima mencionados.
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Figura 222: Espetros ATR-FTIR (2700 a 3700 cm™) de Salicornia ramosissima recolhida na salina: a)
fresca e b) liofilizada.

Na Figura 23 observam-se bandas relativamente largas com um maximo de
absorvéncia a 2846 cm™, 2918 cm™, 3012 cm™, 3337 cm™ e 3384 cm™.

Os maximos de absorcdo espetrais a 2846 cm™ e 2918 cm™ podem ser
indicativos da presenca de acidos gordos nas plantas. Ja o maximo de absor¢cao

espectral a 3012 cm™ serd indicativo da presenca de acidos gordos insaturados.

Os maximos de absorcdo espetrais a 3337 cm™ e 3384 cm™ denotam a
presenca de interacbes de moléculas de agua com os hidratos de carbono ou
compostos fendlicos (HORIBA, 2004; ALLEN, 2013; DUBIS, DUBIS, &
MORZYCKI, 1999).

Assumindo que a intensidade da banda associada a v,sCH, se mantém no
maximo da absorvéncia a 2918 cm™ observa-se uma maior presenga de moléculas
de agua associada aos hidratos de carbono e compostos fendlicos no espetro de
salicornia fresca, Figura 23a.
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Na Figura 23b a intensidade da banda relacionada com a agua associada
aos hidratos de carbono e compostos fendlicos € significativamente menor do que
na Figura 23a. Em ambos os casos, esta banda é devida essencialmente ao
contributo dos compostos anteriormente mencionados. No entanto, como a agua
associada a estes compostos é muito dificil de remover, € provavel que a

salicornia liofilizada ainda apresente algum teor de Agua na sua constitui¢ao.

4.3.1.3. FT-RAMAN DE SALICORNIA DA SALINA LIOFILIZADA

—— Espetro FTIR-ATR

—— Espetro Raman
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Figura 233 : Comparacao entre espetros ART-FTIR (a vermelho) e FT-Raman (preto), da Salicornia
ramosissima liofilizada, na regido espetral de 500 cm™ a 4000 cm™.

Como se pode observar na Figura 24 verificam-se bandas relativamente
largas com um maximo de absorvéncia a 1629 cm™ no ATR-FTIR e dois picos a

1600 cm™ e 1630 cm™ no espetro FT-Raman evidenciando a existéncia vC=0 e a
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vC=C atribuidos a existéncia de compostos como os ésteres, acidos carboxilicos,

cetonas e compostos aromaticos, no espetro ATR-FTIR.

E também evidente uma banda com o méaximo de absorvéncia a 1736 cm™
denotando a existéncia de vC=0, mas aparentemente inexistente no espetro FT-
Raman. Como as analises espetroscopicas foram realizadas a Salicornia
ramosissima liofilizada, ndo se denota a existéncia de &gua, o que realca a
presenca de outros compostos que na Salicornia ramosissima fresca ndo eram téo
evidentes (HORIBA, 2004; ALLEN, 2013; DUBIS, DUBIS, & MORZYCKI, 1999).

Os maximos de absor¢cdo no ATR-FTIR que ocorrem a 2846 cm™ e 2918
cm™ e aos picos 2875 cm™ e 2931 cm™ no espetro FT-Raman poderdo ser
atribuidos a vs CH;, e a vas CH, dos acidos gordos constituintes das plantas, tal
como se verificou na andlise a Salicornia ramosissima com os diferentes tipos de
rega. Na salicérnia liofilizada a banda v=CH néo é visivel, sugerindo que os acidos

gordos insaturados desaparecem durante o processo de liofilizacao.

O méaximo de absor¢cdo a 3283 cm™ no ATR-FTIR e o pico 3271 cm™ no
espetro de FT-Raman podem ser atribuidos ao vOH, dos hidratos de carbono e
compostos fendlicos (HORIBA, 2004; ALLEN, 2013; DUBIS, DUBIS, &
MORZYCKI, 1999).
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5. CONCLUSAO

Neste trabalho estudou-se a possibilidade de valorizacdo da Salicornia
ramosissima, nomeadamente através de micro e macro propagacdo, a sua
manutencdo in vivo, e a rega com agua doce e agua do mar, que sao fatores
determinantes na sua comercializa¢do. Foi ainda acompanhada a evolucdo das
plantas propagadas com diferentes tipos de rega, através das técnicas

espetroscopicas ATR-FTIR e FT-Raman.

O estabelecimento ex vitro de plantas adultas recolhidas nas salinas néo
apresentou viabilidade, uma vez que as plantas rapidamente morreram. Este facto
tera ocorrido pelo stress imposto pela mudanca de habitat, ou pelo estado adulto
das plantas. Como sado plantas perenes, o transplante para vasos podera ter

acelerado o processo de senescéncia associado a morte celular.

No ensaio ex vitro de germinagdo de sementes obtiveram-se boas taxas de
germinacdo tanto na perlite (82,2 %) como no substrato organico (88,9 %).
Considerando a germinacdo e o desenvolvimento do sistema radicular das
plantulas, o substrato organico demonstrou ser o mais adequado, pois mesmo
para o transplante das plantulas as provenientes do substrato organico

apresentavam uma melhor aglomeracgéo de substrato (torréo) a envolver a raiz.

No ensaio de transplante das plantas seminais verificou-se que quando estas
foram transplantadas para tabuleiro de pequenos alvéolos ndo sobreviveram,
independentemente de serem provenientes de perlite ou substrato organico. No
entanto, estas adaptaram-se bem a contentores de diferentes tamanhos acima de
60 mL de capacidade, ndo se tendo registado nenhuma morte até ao final dos
ensaios. Nas plantas para acompanhamento da sua evolucdo por ATR-FTIR,
verificou-se que as regadas com agua do mar apresentavam entrendés mais
longos. Todas as plantas comecaram a mudar de coloracdo, ao mesmo tempo,
para tons mais amarelados apos trés meses do inicio do ensaio. Esta mudanca
pode ter sido acelerada pela temperatura elevada e baixa humidade no interior da
estufa e com rega apenas uma vez por dia. No ensaio de adaptacdo das plantas a
um ambiente doméstico, estas sobreviveram até ao final do ensaio apresentando
um bom desenvolvimento e coloracdo verde escura. O rapido crescimento de

algumas plantas permitiu inclusive, a sua “poda” e a manutencdo do seu
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crescimento, o que demonstra a boa adaptacdo a um ambiente doméstico e pode

potenciar a sua comercializagdo em vaso, como planta condimentar.

O ensaio de germinacdo de sementes in vitro permitiu: (i) verificar a
viabilidade, sendo comprovado através das sementes germinadas (137
germinadas em 150 sementes estabelecidas); e (ii) determinar a sua taxa de

germinacgéo (91,3 %).

No estabelecimento in vitro de apices e segmentos nodais foram realizados
dois ensaios: no primeiro, realizado com plantas adultas recolhidas no campo,
todos 0s apices e segmentos nodais contaminaram ou necrosaram. No segundo
ensaio, realizado com material vegetal de plantas seminais jovens e plantas jovens
recolhidas no campo, foi possivel o estabelecimento de apices e segmentos nodais
e a sua posterior multiplicacdo. Verificou-se, no entanto, melhores resultados com
as plantas provenientes do ensaio de germinacdo e apenas regadas com agua
doce, o que comprova a influéncia negativa do sal no estabelecimento de plantas,
mesmo nas plantas bem adaptadas a condi¢des de salinidade elevada.

As andlises espetroscopicas ATR-FTIR de acompanhamento das plantas
regadas com agua doce e agua do mar e as analises ATR-FTIR e FT-Raman a
Salicornia ramosissima liofilizada evidenciaram a elevada capacidade de
armazenamento de &agua nas suas células, sobretudo para compensar a
acumulagéo de sais. Esta capacidade de acumulacdo estara relacionada com os
carregadores idnicos que protegem as células contra a desidratacdo. Detetou-se
ainda, a presenca de outros compostos, tais como hidratos de carbono, esteres,

compostos fendlicos e acidos gordos, entre outros.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHO FUTURO

As alteracbes climaticas e o rapido aumento da populacdo mundial
aumentam a necessidade de procura por novos solos. As plantas haléfitas entre as
quais a Salicornia ramosissima, podem proporcionar o cultivo em areas agora
incultas, sendo, para isso, necessario a domesticacdo destas plantas e o

desenvolvimento da agricultura em agua salgada.

Sera também necessaria a selecdo e o melhoramento genético da Salicornia
ramosissima de modo a aumentar a sua produ¢cdo bem como melhorar as suas

caracteristicas.

S&o0 ainda essenciais novos estudos e ensaios que permitam melhorar o
estabelecimento e multiplicacdo in vitro, assim como determinar qual a melhor
concentracdo de nutrientes para tornar o meio de cultura mais adequado a esta

planta.

Além disso, séo indispensaveis novos ensaios de adaptacédo desta planta a
ambiente doméstico e determinar qual a concentracéo 6tima de cloreto de sédio na

cultura caseira da salicornia para a sua utilizagcdo como planta condimentar.
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7. ANEXOS



Anexo |

Protocolo de desinfecdo das sementes, dpices e segmentos nodais

As sementes (cerca de 200) e alguns ramos de salicornia foram sujeitas a

tratamento de desinfecdo. Para cada ensaio de estabelecimento in vitro de

sementes, apices ou segmentos nodais procedeu-se do seguinte modo:

1.

Na camara de fluxo laminar as sementes e o0s ramos de
aproximadamente 4 cm foram colocados dentro de um copo de 100 mL,
com agua destilada e esterilizada durante 2 minutos; de seguida a 4gua

foi rejeitada;

Os materiais vegetais foram imersos em solugéo de alcool a 70° com uma
gota detergente e agitadas durante 1 minuto; de seguida foi rejeitada a
solucdo. De seguida foram lavados em agua destilada e esterilizada;

Posteriormente foram imersos em solugéo de lixivia comercial diluida a
40 % com agua destilada com uma gota de detergente e agitados durante

2 minutos; de seguida foi rejeitada a solucéo;

De seguida foram lavados 3 vezes com agua destilada e esterilizada;

Por fim, foram mantidos em agua destilada e esterilizada em camara de

fluxo laminar até ao seu estabelecimento.

Durante o protocolo de desinfecdo as sementes que flutuavam foram sendo

removidas.



Anexo |l

Preparagéo dos meios de cultura

Reagentes e condicdes dos meios de Cultura

Knop:

Knop: Gautheret, R.J. 1959. La culture des tissues végétaux, techniques et réalisations. Paris, Masson
ed. (adaptado).

Knop
Reagentes g/L
KNO; 0,25
KH,PO, 0,25
Ca(NOs3),.4H;0 0,5
MgSO.,7H,O 0,25
NaFeEDTA 0,04
Sacarose 30
Agua Até perfazer 1 litro
pH 5,5
Agar 7
Esterilizagdo 121 °C 20




MS/2

MS/2: Murashige, T.; Skoog, F. 1962. A revised medium for rapid growth and bioassays with tobacco
cultures. Physiol. Plant. 15: 473-497, (adaptado).

MS/2
Reagentes g/L mL/L
KNO3 0,95
KH,PO, 0,085
CacCl,.2H,0 0,22
MgS0O,.7H,0O 0,185
NH4NO; 0,825
NaFeEDTA 0,04
Oligo elementos de MS 1
Vit. Fossard C (1974) 20
Acido ascorbico 1
BAP 0.1
Sacarose 30
Agua Até perfazer 1 litro
pH 5,5
Agar 7
Esterilizacdo 121 °C 20'




Preparacdo dos Meio de Cultura

Prepararam-se 2 litros de meio de cultura MS e 2 litros de meio de cultura
Knop de acordo com os reagentes anteriormente referidos. Os meios de cultura
foram esterilizados em autoclave (marca AUTESTER) durante 20 minutos a 121 °C
de temperatura e 1 bar de pressdo. Posteriormente os meios de cultura foram
distribuidos em camara de fluxo laminar (marca BIOBASE) para caixas de Petri

descartaveis e para tubos de ensaio previamente esterilizados (adicdo de 9 mL).

Os procedimentos usados para a preparacdo dos meios de cultura MS e
Knop, foram idénticos, apenas diferindo nos reagentes e quantidades utilizadas.

Para a preparacéo de cada um deles procedeu-se do seguinte modo:

Utilizou-se um erlenmeyer de 2 L de capacidade, um magneto e uma placa

de aquecimento e agitacao.

Cada um dos reagentes foi pesado numa balanca digital de marca e modelo
“Metteler PC 4000” e foi adicionado para o erlenmeyer com 500 mL de agua
destilada. De seguida promoveu-se a agitacdo da mistura, mas sem aquecimento.
De seguida, os reagentes em soluc¢éo liquida foram medidos com uma micropipeta
(de marca Orange Scientific) ou com uma proveta, dependendo da quantidade

necessaria, e adicionados para o erlenmeyer.

Apbés a completa dissolucdo dos reagentes, pesou-se a sacarose e
adicionou-se a solugdo em preparagdo e continuou-se a agitar até dissolugéo
completa. De seguida desligou-se a agitacdo e com agua destilada perfez-se o
volume de 2 L. Ligou-se de novo a agitacdo, mediu-se o pH e acertou-se a um

valor de 5,5, usando acido cloridrico ou hidroxido de sédio.

Ligou-se a placa de aquecimento, adicionou-se 14 g de Agar e deixou-se na

placa até ferver e ficar transldcido.

Para facilitar a posterior distribuicdo do meio de cultura, este foi dividido em 4
erlenmeyers que foram tapados com “rolhdes de algodao”, papel de aluminio e por
fim papel kraft e atados com um elastico. Foram levados a esterilizar em autoclave
e posteriormente distribuidos por placas de Petri e tubos de ensaio em camara de

fluxo laminar.



Anexo Il

Equipamento e Material Utilizado

> Céamara de fluxo laminar (marca BIOBASE).

A manipulacdo das culturas in vitro exige condicfes de assepsia por forma a
evitar a contaminacédo do material vegetal bem como de todo o material utilizado
na manipulagdo das culturas. A Camara de Fluxo Laminar (CFL) é um local de
trabalho que permite a manipulacédo do material em condi¢cbes de assepsia, devido
ao fluxo de ar constante. O ar passa previamente por trés filtros ficando livre de
contaminantes.

A camara de fluxo laminar e o esterilizador devem ser ligados 30 minutos
antes do inicio de qualquer trabalho. No seu interior encontra-se uma placa de
corte, um copo com alcool a 70 % (para lavar o material utilizado antes deste ser
colocado no esterilizador), varias pincas de diferentes tamanhos, bisturis e um
esterilizador de bancada. Todo o material utilizado como o papel, a 4gua destilada
e 0s meios de cultura sdo previamente esterilizados em autoclave a 121 °C e a 1
bar de pressédo durante 20 minutos. De seguida, o papel é colocado em estufa
para secagem. As pingas e o0s bisturis sdo esterilizados no esterilizador elétrico de
bancada a uma temperatura de 250 a 300 °C e a zona de trabalho na camara é

desinfetada com alcool a 70 % bem como as maos do manipulador

Camara de Fluxo Laminar, com esterilizador, placa de corte, pingas e bisturis devidamente
esterilizados.



> Fitoclima (marca aralab)

De modo a simular as condi¢gbes naturais para a germinagao das sementes o
fitoclima foi programado com um fotoperiodo de 16 horas luz a 25 °C de
temperatura e 8 h em regime de obscuridade a 20 °C. Apesar do material se
encontrar dentro do fitoclima as sementes foram colocadas em regime de

obscuridade, recorrendo para isso a caixas ou papel de aluminio.

Fitoclima.

> Autoclave (marca AUTESTER)

O processo de esterilizacdo foi realizado a uma temperatura e pressao de
funcionamento respetivamente de 121 °C e 1 bar. O tempo de esterilizagdo geral

do material e do meio de cultura foi, respetivamente, de 30 e 20 minutos.



Autoclave

Balanga digital.



ATR-FTIR e computador com programa ” OPUS Spectroscopy Software”.

Desinfecéo e Esterilizagdo do Equipamento e Material Utilizado

O material e equipamento utilizado em contexto de laboratério foi todo
previamente desinfetado e/ou esterilizado. Apos a sua utilizagdo, este foi lavado

e/ou esterilizado e arrumado para futuras utilizagoes.



