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Resumo

A espécie Coriandrum sativum L., vulgarmente conhecida como coentro, €
frequentemente usada na alimentacdo, mas tambeém em aplicagdes medicinais, na
cosmética e perfumaria. E uma fonte de polifendis e outros fitoquimicos, relacionados
com a sua elevada actividade antioxidante e com a sua utilizagdo no combate a
indigestdes, reumatismo e na prevencdo dos danos provocados pela peroxidagéo
lipidica. A cultura de células vegetais € um meio para estudar e produzir alguns
compostos activos nomeadamente, volateis, polifendis e outros metoblitos secundarios.

No presente trabalho, foram germinadas sementes de coentro em condicGes de
cultura in vitro, ap6s excisdo dos meristemas das plantulas e inoculagdo em meio
modificado MS contendo IBA e BAP. Apos seis meses em cultura, diferenciaram-se
duas linhas pela sua pigmentacdo: a linha A, apresentando uma elevada coloragéo
purpura e a linha B, com uma coloracéo verde. A taxa de multiplicacdo dos meristemas
foi de 50% para ambas as linhas apds 3 semanas, apesar do padréo de crescimento ndo
ser o mesmo. Estudou-se a taxa relativa de crescimento relacionando massa fresca e
seca das duas linhas. A linha A revelou um maior crescimento apesar da relagdo massa
fresca/massa seca ter sido maior na linha B, 0 que pode ter sido devido a uma maior
concentracdo de agua na planta. No final da 42 semana do ciclo de micropropagacéo, a
linha A ainda mostrava crescimento activo, em oposicao a linha B, que apresentava um
declinio do crescimento no final da 32 semana.

Foram estudadas amostras obtidas in vivo (partes aéreas e sementes) e as
amostras obtidas in vitro (linhas A e B). Caracterizaram-se os volateis (maioritariamente
compostos terpénicos) presentes nas amostras apos isolamento por hidrodestilacdo e
analise por GC e GC-MS. O linalol foi o volatil predominante nas sementes (82%),
seguido de y-terpineno (4%), canfora (3%) e geraniol (3%). O linalol estava também
presente nas fracgcdes volateis das amostras obtidas in vitro, linhas A e B, e também nas
partes aéreas obtidas in vivo, sempre em pequenas quantidades relativas (0,1%, 0,1% e
0,3%, respectivamente). O dodecanal (17%), o dodecanol (17%), o n-tetradecanol
(15%) e o decanal (10%) foram os volateis maioritarios nas partes aéreas obtidas in
vivo. O B-felandreno (37% em A, 45% em B), o terpinoleno (9% em ambos), o
B-sesquifelandreno (4% em A, 6% em B) e o a-felandreno (2% em A, 3% em B) foram
o0s volateis maioritarios identificados nas amostras obtidas in vitro, linhas A e B. Apesar

da coloracdo purpura observada nas plantas da linha A, o seu perfil volatil foi
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quantitativa e qualitativamente muito semelhante ao da linha B. A composi¢do de
volateis nas amostras obtidas in vitro foi qualitativamente semelhante a das sementes e
muito diferente das amostras obtidas in vivo.

Quantificaram-se também os compostos antioxidantes lipofilicos (tocoferois,
carotendides e clorofilas) e hidrofilicos (agUcares, &cido ascérbico, fendis, flavondis e
antocianinas) presentes nas amostras. Além disso, as suas propriedades antioxidantes
foram avaliadas atraves da actividade captadora de radicais livres, poder redutor e
inibicdo da peroxidacdo lipidica. As partes aéreas obtidas in vivo mostraram maior
actividade antioxidante principalmente devido aos seus niveis mais elevados de
compostos hidrofilicos. Pelo contrario, as amostras obtidas in vitro, em especial a linha
A, apresentaram maior concentracdo em compostos lipofilicos mas um perfil distinto
quando comparado com as partes aéreas obtidas in vivo. As linhas A e B revelaram
auséncia de p-caroteno, - e 6-tocoferdis, um decréscimo em a-tocoferol e um aumento
em y-tocoferol e clorofilas, comparativamente as amostras obtidas in vivo.

Foi ainda realizada uma analise detalhada dos compostos fendlicos individuais
presentes nas amostras obtidas in vivo e in vitro. As partes aéreas obtidas in vivo,
mostraram conter derivados de quercetina como flavonoides maioritarios, em especial
3-O-rutinésido de quercetina (3296 mg/kg dw). As sementes revelaram apenas a
presenca de acidos fendlicos e derivados, com o hexosido de cafeoil N-triptofano como
maioritario (45,33 mg/kg dw). As amostras obtidas in vitro demonstraram tambem uma
grande variedade de polifendis, sendo a apigenina C-glucosilada o composto maioritario
(2983 mg/kg dw). As antocianinas foram encontradas, exclusivamente, n linha A o que
estd certamente relacionado com a sua pigmentacdo purpura; a peonidin-3-O-
feruloilglucésido-5-O-glucésido foi a antocianina maioritaria (1,70 pg/kg dw).

Recorrendo a uma analise molecular e, utilizando as partes aéreas do individuo
in vivo como controlo externo, foi possivel distinguir os individuos crescidos in vitro,
linhas A e B, com base em diferencas fenotipicas. O cluster ISSR ndo mostrou
correlacdo entre as amostras obtidas in vivo e in vitro (indice de similaridade inferior a
0,30). Os individuos obtidos in vitro revelaram um maior indice de similaridade (0,70),
0 que indica que as variacdes genéticas sdo baixas e ndo podem explicar as diferencas
fenotipicas encontradas entre os dois clones.

A cultura in vitro pode ser Gtil para explorar as potencialidades das plantas para

aplicacbes industriais, controlando as condigdes ambientais para produzir maior



quantidade de alguns produtos bioactivos. Pode ser também utilizada para explorar
novas potencialidades industriais, farmacéuticas e medicinais, nomeadamente a

producdo de metabolitos secundéarios tais como volateis e compostos fendlicos.



Abstract

Coriandrum sativum L. (known as coriander) is commonly used for medicinal
purposes, food applications, cosmetics and perfumes. It is a source of a variety of
polyphenols and other phytochemicals, related to its high antioxidant activity and to its
use for indigestion, rheumatism, and prevention of lipid peroxidation damage. Plant cell
cultures are a mean to study or to produce some active metabolites such as volatiles,
polyphenols and other secondary metabolites.

In the present work, seeds of coriander were germinated in vitro and shoots were
excised from the seedlings and inoculated in a modified MS medium containing IBA
and BAP. After six months in culture, two stable clones were differentiated by their
pigmentation: clone A, presenting a high purple coloration and clone B, with the normal
green coloration. The rate of shoots multiplication was 50% for both clones after 3
weeks, although the growth pattern was not the same. The relative growth rate was
studied relating fresh and dry weight of the two clones. Clone A plants revealed a
higher growth although the relation fresh weight/dry weight was higher in clone B,
which can be due to a higher water concentration on the plant. At the end of the 4™
week of the microprogation cycle, clone A still showed an active growth, in opposition
to clone B that declined in growth at the end of the 3" week.

The studied samples were in vivo aerial parts and seeds, and in vitro clones A e
B. The volatiles (mainly terpenic compounds) were characterized after isolation by
hydrodistillation and analysis by GC and GC-MS. The seeds volatiles were dominated
by linalool (82%), with y-terpinene (4%), camphor (3%) and geraniol (3%) as other
compounds. Linalool was present in the volatile fractions of clones A and B in vitro
samples and of in vivo aerial parts, always in small relative amounts (0.1%, 0.1% and
0.3%, respectively). Dodecanal (17%), dodecanol (17%), n-tetradecanol (15%) and
decanal (10%) were the dominant volatiles in the in vivo vegetative parts.
B-Phellandrene (37% in A, 45% in B), terpinolene (9% in both), B-sesquiphellandrene
(4% in A, 6% in B) and a-phellandrene (2% in A, 3% in B) were the major identified
volatiles in clones A and B in vitro samples. Despite the purple coloration in clone A
plants, the volatile profile was quantitative and qualitatively very similar to clone B.
The volatiles composition of in vitro grown plants was qualitatively similar to the seeds
volatiles and very different from the in vivo aerial parts volatiles.

Lipophilic (tocopherols, carotenoids and chlorophylls) and hydrophilic (sugars,

ascorbic acid, phenolics, flavonols and anthocyanins) compounds were quantified.
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Furthermore, the antioxidant properties were evaluated by free radical scavenging
activity, reducing power and lipid peroxidation inhibition. In vivo aerial parts showed
the highest antioxidant activity mainly due to its highest levels of hydrophilic
compounds. Otherwise, in vitro samples, mainly clone A, gave the highest
concentration in lipophilic compounds but a different profile when compared to the in
vivo vegetative parts. Clones A and B revealed a lack of [-carotene, B- and 6-
tocopherols, a decrease in o-tocopherol, and an increase in y-tocopherol and
chlorophylls in comparison to the in vivo sample.

A detailed analysis of individual phenolic compounds present in in vivo and in
vitro grown samples, was also performed. In vivo aerial parts showed quercetin
derivatives as the main flavonoids, and quercetin-3-O-rutinoside was the main
polyphenol found in this part of coriander (3296 mg/kg dw). The seeds revealed only
phenolic acids and derivatives, being caffeoyl N-tryptophan hexoside the most abundant
phenolic derivative (45.33 mg/kg dw). In vitro samples also gave a high diversity of
polyphenols, being C-glycosylated apigenin the main compound (2983 mg/kg dw).
Anthocyanins were only found in clone A, which was certainly related to its purple
pigmentation, and peonidin-3-O-feruloylglucoside-5-O-glucoside was the major
anthocyanin found (1.70 pg/kg dw).

With molecular analysis we could distinguish in vitro grown individuals of clone
A and clone B based on phenotypic differences, using in vivo aerial parts individuals as
an out group control. The ISSR cluster showed no correlation between in vivo and in
vitro grown samples (similarity index below 0.30). In vitro individuals revealed a high
similarity index (0.70), meaning that the genetic variation is low and could not explain
the phenotypic differences found between the two clones.

In vitro culture might be useful to explore the plants potentialities for industrial
applications, controlling environmental conditions to produce higher amounts of some
bioactive products. It can also be used to explore new industrial, pharmaceutical and
medicinal potentialities, such as the production of secondary metabolites like volatiles

and phenolic compounds.
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1. Introducéo

As plantas sdo organismos complexos, captam a luz solar e assimilam o didxido
de carbono, realizando fotossintese, resultando da mesma hidratos de carbono e
oxigénio. O seu metabolismo e bioquimica sdo muito complexos sendo tema de estudo
de muitos investigadores em todo o0 mundo. Representam um dos grupos de organismos
vivos de maior importancia para a sobrevivéncia da vida na Terra. A sua produgdo de
oxigénio, carbono, energia e nutrientes permite o desenvolvimento de seres unicelulares
e pluricelulares. Das muitas potencialiades das plantas, os produtos do seu metabolismo
secundario, na grande maioria moléculas de grande complexidade, tém variadas
aplicacdes em &reas como a proteccdo contra agente patogénicos e herbivoros,
biorremediagdo, medicina, farmécia, industria alimentar e agricola.

O uso das plantas remonta ao “inicio da Humanidade” onde eram um bem
essencial para a sobrevivéncia do Homem, usadas na alimentagdo e na medicina
tradicional. Desde entdo a procura de novos usos para as diferentes espécies de plantas
desenvolveu-se, tendo esta procura evoluido com as novas tecnologias da quimica,
bioguimica, biologia, biotecnologia, biologia molecular e engenharia genética.

A procura de novas fontes de metabolitos secundarios tem vindo a ganhar nos
altimos anos um grande valor econdmico no mercado da oferta/procura, sendo
necessario complementar essa procura com novos metodos de producao, como a cultura
in vitro, ndo havendo ainda muitas fontes rentaveis produzidas atraves desta
metodologia. Os métodos de avaliagio molecular complementam ainda mais estes
estudos na medida que nos permitem ter uma melhor caracterizacdo e identificacdo da

planta em estudo.

1.1 Coriandrum sativum
A familia das Apiaceae € uma das maiores e com maior importancia cientifica e

econdmica no mundo das plantas, encontrando-se largamente distribuida em zonas de
clima temperado (Sitri et al, 2010). Segundo Plunkett (1996), esta familia contém 300 a
462 géneros e 2500 a 3750 espécies. A classificacdo taxondmica das Apiaceaes ja
sofreu varias alteracdes ao longo dos anos, com varios autores a considerar diferentes
caracteristicas fenotipicas como descritores morfolégicos. Uma das caracteristicas que
melhor diferencia esta familia é a presenca de inflorescéncias, geralmente compostas em

umbelas. E também uma familia de plantas aromaticas com producio de compostos
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poliacetilénicos, saponinas triterpendides, cumarinas e monoterpenos acumulados em
canais secretores esquizogéneos, que em conjunto d&o a esta familia um perfil distinto e
original (Plunkett et al, 1996). As relagdes filogenéticas desta familia tém vindo a
ganhar importancia devido, em grande parte, ao crescimento do seu valor econémico,
sendo os métodos moleculares os mais usados para realizar este tipo de estudos
(Trindade, 2010).

Coriandrum sativum L. vulgarmente designado por Coentro, pertence ao género
Coriandrum L., subfamilia Apioidae e familia Umbellifera (Apiaceae), segundo a
classificagdo de Pimenov e Leonov de 1993 (Diederichsen, 1996). A nomenclatura
botanica do coentro foi aceite em 1753, e devido & existéncia de variedades
intraespecificas relativas a massa e didmetro das sementes o nome correcto €
Coriandrum sativum L. var. Sativum (1000 sementes com massa superior a 10 g e com
didmetro superior a 3 mm) e Coriandrum sativum L. var. Microcarpum (1000 sementes
com massa inferior a 10 g e didmetro igual ou inferior a 3 mm).

A origem desta espécie cultivada permanece desconhecida, contudo pode ser
considerada como uma espécie silvestre, tendo sido j& descrita como erva infestante de
algumas culturas de cereais, ocorrendo espontaneamente na beira das estradas,
conseguindo crescer em diferentes tipos de solo e climas, até mesmo em latitudes e
altitudes extremas (L6pez et al, 2008).

O coentro encontra-se disseminado por todo o mundo, sendo largamente
cultivado na zona mediterranica, na Europa Central e de Leste, na Asia e nos Caucasus
(Lopez, 2008). Segundo este autor, 0s principais paises com crescente importancia no
mercado do coentro séo a Poldnia, Romeénia, Republica Checa, Marrocos, Canada, Irdo,
Turquia, Guatemala, México e Argentina. No Paquistdo a area de cultivo para a
producdo de coentro chega as 4,7 mil hectares, tendo sido produzido no ano de 2003,
2,2 toneladas de coentro (Qureshi, 2009). A india é também um dos maiores
exportadores de coentro, sendo os Estados Unidos da América, Médio Oriente e o
Sudoeste da Asia os principais importadores desta planta (Ravi, 2006). No Brasil n&o s6
tem uma grande importancia econémica, como também desempenha um papel social
muito importante, sendo o segundo vegetal mais consumido (Bertini, 2010).

O uso do coentro remonta a muitas centenas de anos, onde tradicionalmente
eram usados os seus frutos e a prépria planta na medicina tradicional para a cura de
problemas gastrointestinais, flatuléncia e perda de apetite, mas também na culinaria pela

sua cor e sabor (Daly et al, 2010; Samojlik et al, 2010). Tem vindo a ser usado desde a

Caracterizacdo quimica e molecular de Coriandrum sativum in vivo e in vitro 2



2 ipb g -
Antiguidade para realgar o sabor e propriedades organolépticas dos alimentos e para
combater algumas perturbagoes fisioldgicas (Samojlik et al, 2010).

Com a evolugdo dos processos quimicos e bioldgicos pode-se conhecer a
composicdo quimica do coentro e avaliar as verdadeiras potencialidades do mesmo,
aplicado em vérias areas tais como a medicina, farmécia, alimentar, inddstria e
ambiente. Uma das grandes vantagens do coentro € que diferentes partes da planta
podem ser usadas assim como, as sementes, a planta jovem ou adulta, ou mesmo 0s
6leos essenciais extraidos das mesmas (Diederichsen, 1996). A planta do coentro é
usada em todo o mundo principalmente para confeccdo de molhos e temperos (Bhandar
et al, 1991). As sementes sdo a parte mais usada da planta, com aplica¢cdes na industria
alimentar (em pd) servindo de condimento e aromatizante para produtos a base de carne
e peixe, em refrigerantes, pickles, pastelaria e em produtos como o caril (Bhandar et al,
1991; Ravi et al, 2006). As sementes tém propriedades diuréticas, hipoglicémicas,
combatendo também o reumatismo e as nevralgias articulares, podendo assim também
ser usada em medicina (Wangensteen et al, 2004). O 6leo essencial extraido das
sementes e da planta de coentro tem uma grande importancia a nivel nutricional,
industrial e farmacéutica, € dos 20 mais usados em todo o mundo, dependendo o0 seu
valor comercial das suas propriedades fisicas, composicdo quimica e aroma (Lépez et
al, 2008; Ramadan et al, 2003). Pode ser usado como aromatizante de gin, cacau,
chocolate e em medicamentos com sabor amargo, também usado contra colicas e
reumatismos (Anilakumar et al, 2001; Ravi et al, 2006; Sitri et al, 2010). Wangensteen
et al (2004), descreveram que o 0Oleo essencial do coentro pode também condicionar o
crescimento e proliferacdo de alguns microorganimos. Recentemente uma equipa de
investigadores portugueses comprovou uma vez mais a actividade antibactericida do
coentro através de citometria de fluxo (Silva et al, 2011).

Existem inimeros estudos com o coentro nos quais ficou comprovada a sua
capacidade anti-edémica, anti-inflamatéria, anti-séptica, anti-diabética e anti-
hipertensiva (Sitri et al, 2006). Existem ainda referéncias comprovativas da sua
actividade antioxidante, devido & presenca de derivados do acido cafeico, flavondides,
terpenos e outras moléculas com igual actividade (Wangensteen et al, 2004). Devido as
altas concentrac6es em moléculas antioxidantes pode ser usado no combate a formacao
de radicais livres prevenindo o stresse oxidativo, que contribui para algumas das
doencgas mais comuns no ser Humano, como Alzeihmer, Cancro, Parkinson, doenca de

Chron e todo o processo de envelhecimento (Isabelle et al, 2010; Manda et al, 2010).

Caracterizacdo quimica e molecular de Coriandrum sativum in vivo e in vitro 3



2 ipb g -
Com base nestas caracteristicas, ¢ um substituto de antioxidantes sintéticos ndo s6 na
industria farmacéutica, mas na inddtria alimentar prevenindo a peroxidacao lipidica e
actuacdo de alguns microrganismos que deterioram os alimentos (Daly et al, 2010;
Samojlik et al, 2010). E usado na fitoterapia e, como produz valores consideraveis de
nectar, tem também um grande valor ecoldgico e eventualmente apicula (Diederichsen,
1996).

O coentro é uma cultura anual, podendo crescer de inverno ou verdo dependendo
das condicdes climaticas. A germinacdo desta erva é epigeal, o que significa que o
hipocétilo é o primerio a alongar elevando o cotilédone e as primeiras folhas para o
exterior (Hopkins & Hiiner, 2004).

Nas Figuras 1, 2A e 2B esté representada a anatomia dos caules e folhas, flores e
frutos do coentro, respectivamente. O caule do coentro é geralmente verde, podendo na
altura da floracao ficar vermelho ou violeta e chegar aos 0,2 e 1,4 m de altura. Na planta
adulta o caule é oco e a parte basal pode chegar a um diametro superior a 2 mm. E mais
ou menos erecto tendo por vezes varios ramos no nddulo basal, terminando cada ramo,

com uma inflorescéncia como se pode ver na Figura 1.

Figura 1. Representacéo esquematica dos caules e folhas do coentro (Diederichsen, 1996).

E uma planta diversifolium, o que significa que durante o seu ciclo de vida
apresenta diversos tipos de folhas. Sdo de coloracdo verde ou verde-claro, sendo que na
parte inferior da folha tém um aspecto cerécio brilhante e assim como os caules, durante
a floracdo, as folhas podem ficar vermelhas ou roxas, murchando antes dos primeiros

frutos amadurecerem, comecgando esse processo nas folhas basais. As primeiras folhas a
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surgirem s&o as folhas basais estando reunidas numa roseta em forma de lamina e estdo
divididas em trés lébulos (trilobadas), enquanto as folhas que se encontram um nivel
acima sdo pinatifido. Quanto mais elevadas estdo inseridas as folhas, mais pinatifidias
séo, tendo as folhas superiores uma forma lanceolada estreita ou filiforme (Figura 1).

A inflorescéncia é uma umbela composta (Figura 2A), contendo uma a duas
bréacteas lineares. As flores centrais sdo estaminadas, sendo que as flores de um nivel
mais elevado s&o mais estaminadas, no entanto com um periodo de floragdo mais curto.
Os cinco filamentos dos estames estdo localizados entre as 5 pétalas, sendo visiveis
quando as flores abrem pois estdo dobrados e os sacos de p6len escondidos no centro da
flor. O ovario € inferior com cinco dentes no calice de diferentes comprimentos, ainda
visiveis no fruto quando maduro. Os frutos do coentro (Figura 2B), commumente
desigandos de sementes, sdo globulares ou ovais com um didmetro até 6 mm; no centro
do fruto encontra-se o carpoforo, e na parte convexa interior estdo dois canais
longitudinais que contém o Oleo essencial do fruto maduro, sendo o linalol o seu

composto maioritario (Diedrichsen, 1996).

Figura 2. Representagéo das influorescéncias (A) e dos frutos (B) do coentro (Diedrichsen, 1996).

Apesar desta descricdo geral do coentro ha que ter em conta o alto nivel de
variacdo intraespecifica que ocorre nesta espécie, estando envolvidos caracteres ou
tracos que influenciam largamente o seu interesse agronémico e econémico. A primeira
descricdo intraespecifica do coentro ja foi descrita acima, sendo referente a massa e ao
diametro dos frutos. No entanto ja foram registadas outras variacbes com base noutras
caracteristicas, tais como o conteudo em 6leo essencial e a composicdo do mesmo. Por
esta razdo, e também por ser uma planta dipléide com 22 cromossomas (2n=22), torna-

se uma planta muito actrativa para programas de melhoramento.
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O coentro é uma planta com um elevado potencial biotecnoldgico ndo sé pelas
suas caracteristicas fenotipicas que fazem dele um 6ptimo candidato para programas de
melhoramento, mas também pelas suas caracteristicas biologicas e fisiologicas,
importantes em &reas como a medicina e indUstria alimentar e até mesmo cosmética

sendo assim necessario o estudo de novas aplicacfes para esta espécie.

1.2 Cultura in vitro
A cultura in vitro teve um maior desenvolvimento no final do século XX, e é

uma técnica que permite a rapida multiplicacdo de células e orgdos sob condicGes
laboratoriais controladas, tendo aplicacbes a nivel agronémico, industrial e académico.
Em termos bioldgicos esta técnica baseia-se na capacidade de totipoténcia que as células
vegetais apresentam. Este termo foi criado por Morgan em 1921 (Doods & Roberts,
1985), que afirmou que uma ceélula totipotente é aquela que consegue regenerar um
individuo completo. No entanto Schwann em 1839 (Doods & Roberts, 1985) tinha ja
expresso a ideia de que uma célula isolada de qualquer organismo multicelular teria a
capacidade de se desenvolver se as condicdes externas fossem adequadas ao seu
crescimento. A cultura in vitro permite entdo separar células, tecidos e orgaos de um
determinado organismo e estuda-los como sendo uma Unica unidade biolégica. Em
1902, foi realizada a primeira tentativa de cultura de células isoladas num meio
artificial, por Haberlandt (Mulder-Krieger et al, 1988). No entanto, ndo obteve qualquer
crescimento das células num meio que consistia na solucdo de Knop, aspargina, peptona
e sacarose. Um outro problema da tentativa de Haberlandt é que ndo se sabia de que
forma as contaminac@es bacterianas e flngicas poderiam limitar o crescimento.

Robbins em 1922 (Doods & Roberts, 1985) realizou a primeira cultura de
tecidos em assépsia usando extremidades de raizes, por serem zonas com grande
capacidade de crescimento. Em 1951, White (Doods & Roberts, 1985) levantou dois
grandes problemas sobre a cultura de células ja realizada pelos seus pares entre o
periodo de 1902 e 1934 (entre 1939 e meados da década de 40 ndo houve qualquer
investigacdo devido a Segunda Guerra Mundial), a dificil escolha do material vegetal
para o estudo, a par com uma escolha igualmente dificil da melhor férmula para o meio
nutritivo de crescimento.

O conhecimento e compreensdo da ac¢do dos fitorreguladores foi também uma

mais-valia para a cultura de células, tendo sido também Haberlandt quem formulou a
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teoria das “hormonas de divisdo”. Haberlandt usou hormonas associadas a tecidos
vasculares (como o floema) e a processos de ferida nos tecidos vegetais para 0s seus
estudos. Mais tarde Skoog e Miller (Doods & Roberts, 1985) na década de 50 do século
passado descobriram um grupo de hormonas vegetais, designadas de citocininas, que
estimulam a divisdo celular. Também eles revolucionaram a cultura in vitro ao
descobrirem que regulando as concentracdes e tipos das varias hormonas nos meios de
cultura poderiam obter as porcGes da planta que pretendiam para o seu estudo, desde
raizes, folhas ou mesmo células indiferenciadas (calli).

A cultura de células tem sido largamente usada na agroindistria e em
micropropagacéo florestal de flores e plantas ornamentais de elevado valor comercial. A
cultura in vitro é usada também para produzir plantas livres de virus através de
termoterapia e de cultura de meristemas, tornando-se uma ferramenta de grande
importancia em fitopatologia (Matkwoski, 2008). Na década de 70 tornou-se evidente o
seu contributo na agricultura, industria e ciéncias da saude envolvendo hoje em dia a
producdo de compostos, maioritariamente, do metabolismo secundario, em larga escala
como vitaminas, aromatizantes, alcaldides, enzimas, entre outros. No entanto, ainda nao
existem muitas aplicacdes industriais de producdo de compostos secundarios, a ndo ser
a producéo de acido rosmarinico, tocoferois e algumas antocianinas a partir do girassol
(Matkwoski, 2008).

1.2.1 Aspectos nutricionais
O meio nutritivo € um dos aspectos mais determinantes da cultura in vitro pois

0s requerimentos nutricionais de apenas uma parte da planta sdo completamente
distintos do organismo completo. A escolha do meio depende principalmente da espécie
de planta (ou mesmo variedade), do tecido ou orgdo a ser colocado em cultura e do
objectivo da experiéncia.

Um dos componentes mais importantes do meio de cultura sdo 0s compostos
inorganicos, na sua maioria, sais, que tém que ser fornecidos em elevadas quantidades,
sendo assim designados de macronutrientes, ou pequenas quantidades sendo entdo
designados por micronutrientes. O azoto € um dos compostos maioritarios, podendo ser
colocado sob a forma de ido nitrato (NO3) ou amoénia (NH;") dependendo das
preferéncias nutricionais das diferentes espécies de plantas. O magnésio e o enxofre sdo

fornecidos simultaneamente através do composto MgSO,.7H,0O (sulfato de magnesio
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hepta-hidratado). O ido potéassio, fosforo e célcio sdo também macronutrientes muito
importantes para o bom desenvolvimento das plantas. 16es como o ferro, manganés,
zinco, borio, cobre e molibdénio sdo alguns exemplos de micronutrientes necessarios
também para um bom desenvolvimento da cultura em estudo, no entanto as quantidades
necessarias destes compostos € minima podendo chegar a concentragcbes de
microgramas por litro (pg/l). A fonte de carbono e energia é usualmente sacarose ou D-
glucose em concentracdes que variam dos 20-30 g/l, tendo sido ja descrito que o tipo de
acucar influencia a diferenciacdo de certo tipo de tecidos, ex: xilema (Doods & Roberts,
1985).

Devido as condicGes controladas de luz, temperatura e humidade, as condi¢cdes
de assepsia e as concentragdes elevadas de acucar e nutrientes, podem ocorrer alteracdes
morfo-fisiologicas nas plantas que ndo ocorreriam se fossem cultivadas em solo, numa
estufa ou ao ar livre. Em cultura in vitro pode haver uma deficiente evolucdo do
aparelho fotossintético levando a uma deficiente concentragdo de clorofila (com
concomitante baixo desenvolvimento dos tilacdides e grana), inactividade ou auséncia
da enzima RubisCO (Ribulose 1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase) responsavel pela
fotossintese, sendo necessario uma alta concentracdo de acUcares para um melhor
desenvolvimento da mesma. In vitro, as plantas habitualmente perdem grandes
quantidades de agua devido a modificacbes da anatomia dos estomas e da deficiente
deposicédo de ceras que formam a cuticula, perdendo mais dgua por transpiracdo. Pode
também ocorrer modificacdo da anatomia das préprias folhas sendo possivel, assim,
encontrar plantas cultivadas in vitro com as folhas mais finas e com fraco

desenvolvimento do mesofilo em palicada (Hazarika, 2006).

1.2.2 Fitorreguladores
Os fitorreguladores (ou hormonas vegetais) sdo substdncias organicas que

ocorrem naturalmente nas plantas, que afectam os seus processos fisiologicos em
concentragfes muito baixas, estando a um nivel de concentrac@es ainda mais baixo que
0s dos nutrientes e vitaminas. Os fitorreguladores mais usados na cultura in vitro sao as
auxinas e citocininas.

As auxinas foram identificadas em 1928 por Went (Doods & Roberts, 1985),
descobrindo que a auxina presente em maior quantidade nas plantas é o IAA (&cido 3-

indolacético), com a estrutura quimica representada na Figura 3.
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Figura 3. Estrutura quimica da I1AA (Acido 3-indolbutirico) (Gaspar et al, 1996).

Existem outras moléculas com actividade de auxina, assim como o &cido
indolbutirico (IBA), indolacetaldeido, acido fenilacético e alguns compostos conjugados
do IAA, como o indoleacetaldeido aspartato e 4-cloro-1AA. Para aplicacdes comerciais
sdo usadas auxinas sintéticas como o &cido 2,4-diclorofenoxiacético. O 1AA ¢é
sintetizado nas folhas primarias e jovens e nos apices radiculares, mas também nas
sementes em desenvolvimento.

As auxinas exercem accdo sobre o desenvolvimento celular e crescimento do
caule e raiz, estimulando a diviséo celular na zona cambial e em combinagdo com as
citocininas exercem esta mesma accdo em cultura in vitro. Estimulam a diferenciacao
do floema, xilema e das raizes também em cultura. Medeiam as respostas
morfofisiologicas induzidas pela luz e a forca gravitacional, auxiliando processos como
a dominancia apical, crescimento das partes florais e frutos. Inibem por sua vez a
senescéncia precoce das folhas e frutos, podendo ser téxicas ou inibidoras quando em
concentracdes muito elevadas (Gaspar et al, 1996).

As citocininas sdo compostos derivados de adenina, sendo a citocinina natural

mais comum nas plantas a zeatina (Figura 4).

CH,OH
NH-—/=<CH:
~ ]
P

Figura 4. Estrutura quimica da trans-zeatina (Gaspar et al, 1996).
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Foram identificadas pela primeira vez em 1958 em DNA de arenque, tendo sido
somente em 1963 identificada a primeira citocinina natural das plantas, a zeatina.
Existem outros compostos que exercem actividade de citocinina, tendo exactamente os
dois anéis da zeatina e diferenciando-se apenas pelos radicais, como é o caso da BAP

(benzilaminopurina; Figura 5).

Figura 5. Estrutura quimica da benzilaminopurina (BAP) (Gaspar et al, 1996).

As citocininas sdo sintetizadas nas zonas meristematicas das raizes e dos apices
vegetativos em desenvolvimento. Actuam sobre a diviséo celular em conjunto com as
auxinas. Também em cultura actuam na morfogénse da planta, promovendo o
crescimento dos rebentos e dos ramos laterais, e também na expansdo das folhas
podendo ter uma maior area foliar. Assim como as auxinas inibem a senescéncia das
folhas. Podem também desenvolver os cloroplastos por uma maior acumulacdo de
clorofila e, em algumas espécies, podem aumentar a abertura estomatica (Gaspar et al,
1996).

Como ja foi referido, Skoog & Miller descobriram que ao manipular a razéo
entre a concentracdo de auxinas e a concentracdo de citocininas poderiam afectar a
organogénse da planta em estudo. Os niveis de auxina sdo geralmente mais elevados
que os de citocininas, mas dependendo do grau de diferenca entre estes niveis podemos
obter diferentes partes da planta em cultura. Quando a diferenca é muito elevada no
sentido de maior presenca de auxinas pode haver formacdo de raizes; no sentido
contrario levard a um direccionamento para a formacdo de rebentos. Pode também
ocorrer a formacdo de uma massa de células indiferenciadas, calli, quando os niveis de

auxina e citocininas sdo muito préximos.
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1.2.3 Coriandrum sativum in vitro

S&o inumeros os estudos nos quais se aplica a técnica de cultura in vitro para o
coentro, com as mais variadas aplicacGes e objectivos. Um dos estudos mais antigos
sobre a cultura in vitro do coentro foi em 1969 por Steward et al no seu trabalho
“Growth and morphogenesis in tissue and free cell culture” no qual induziu a
organogénese de varias plantas, incluindo o coentro, num meio suplementado com NAA
(&cido naftalenoacético) e em meio suplementado com leite de coco (Lee & Fossard,
1974). Kim et al (1996) estudaram a frequéncia regenerativa de uma suspensdo de
células de Coriandrum sativum via embriogénese somatica, partindo de sementes de
coentro colocadas em meio MS (Murashige & Skoog) e, posteriormente, em meio MS
suplementado com a auxina acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). Outro estudo sobre
a frequéncia regenerativa in vitro de coentro a partir da embriogénese somatica, foi
realizado em 2008 por Murthy et al, que estabeleceu a cultura de coentro a partir das
suas sementes, que apos germinacéo Ihes foi retirado o cotilédone e o hipocotilo tendo
estas plantulas sido transferidas para meio MS suplementado com 2,4-D e subcultivadas
a cada 3 semanas de forma a obter calli. Martin et al (2004) usaram, da familia das
Apiaceaes, 0 Eryngyum foetidum L., conhecido como o coentro espinhoso, tambem para
estudo da eficiéncia regenerativa baseando-se no estudo de Steward et al (1969) usando
e comparando resultados obtidos em meio MS com NAA e meio MS com leite de c6co.
Kataeva & Popowich (1993) realizaram um trabalho com coentro, no qual estudaram a
maturacao e rejuvenescimento deste durante a micropropagacao de rebentos. O material
inicial incluia sementes de coentro inoculadas em meio MS com citocinina tendo, as
plantulas originadas ap0s germinacao, sido transferidas para um meio basico de acordo
com Murashige & Skoog (1962) suplementado com citocinina e IAA.

Uma das varias aplicacdes do coentro foi descrita por Wang & Kumar (2004)
que o usaram para o0 estudo da senescéncia nas plantas provocada pelo fitorregulador
etileno; neste caso, foram transformadas plantas de coentro com o gene indutor da
producdo de etileno obtido de Arabidopsis, e observaram as varias alteracdes a nivel dos
processos de desenvolvimento.

Apesar dos estudos referidos acima descreverem condicGes de cultura distintos
para a manutencdo da planta de coentro in vitro, o objectivo do presente trabalho foi o
desenvolvimento de novas metodologias para a producdo de metabolitos secundéarios
baseado no facto de esta planta poder ser uma fonte dos mesmos, sendo por isso

necessario estudar a planta e o seu comportamento em termos de producdo desses
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compostos do metabolismo secundéario em cultura. Segundo Mulder-Krieger et al
(1988), a producéo de metabolitos em cultura in vitro € menor que 1%, sendo assim
importante desenvolver novos protocolos que permitam explorar as potencialidades das
plantas obtidas in vitro.

1.3 Metabolismo Secundario
Os compostos primérios estdo directamente relacionados com os processos de

desenvolvimento e crescimento da planta (Kroymann, 2011). Para além destes, e sendo
as vias metabdlicas das plantas das mais complexas de todos os seres vivos, também sdo
produzidos compostos secundarios que estdo relacionados com a manutencdo da
viabilidade das plantas, protegendo-as contra infecgdes virais e microbianas (fungos e
bactérias), ataque de herbivoros e radiagbes UV, podendo também actuar como
atractivos para polinizadores e dispersores de sementes, na alelopatia e sinalizacao
(Aharoni & Galli, 2011; Kroymann, 2011).

O conceito de metabolismo e produto secundario foi apresentado por Sachs na
segunda metade do século XIX em 1873, sendo ele, um dos fundadores da fisiologia
vegetal. No entanto em 1806, muito antes desta designacao ter sido proposta, Friedrich
Wilhulm Schiirner isolou a morfina (principium sonniferum) de Opium poppy (papoila
do 06pio), tendo sido o primeiro composto activo a ser isolado de uma planta. Somente
no meio do seculo XX se iniciou a investigacdo das potencialidades dos compostos
secundarios, descobrindo-se compostos terpénicos, alcal6ides, policétidos e
fenilpropanoides; foi também estudada a sua ocorréncia nas plantas e acumulacdo nos
tecidos vegetais. O desenvolvimento desta area foi rapido e influenciou a quimica
organica, farmacéutica e analitica assim como a sintese quimica. Apenas 150 anos apos
a descoberta do primeiro composto activo, as plantas estavam ja a ser utilizadas como
fontes rentaveis e inesgotaveis deste tipo de compostos (Hartmann, 2007).

Os compostos secundarios encontram-se em todas as plantas superiores,
geralmente com uma grande diversidade estrutural, existindo paralelamente grandes
familias de genes que codificam para a producdo de enzimas do metabolismo
secundario (Kroymann, 2011; Wink, 2003). Existem mais de 200 000 estruturas
identificadas estando entre elas 21 000 alcaldides, 2200 terpendides e 5000 flavonoides,
conhecendo-se também as suas funcdes fisioldgicas e bioquimicas relacionando

aspectos funcionais e evolutivos (Hartmann, 2007). A composi¢do destes compostos
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pode variar muito qualitativa e quantitativamente entre e intra-espécies, sendo que no
mesmo organismo pode também variar, dependendo do tecido ou 6rgdo e do estado de
desenvolvimento em que se encontra a planta; nos orgdos responsaveis pela
sobrevivéncia e reproducdo encontram-se os compostos mais eficazes (Kroymann,
2011). Podem-se encontrar activos ou inactivos nas plantas, ficando activos através de
um estimulo externo, que pode ser uma ferida ou infeccdo, ou mesmo quando a planta é
consumida por um herbivoro. O Homem usa estes compostos maioritariamente como
corantes, aromatizantes, em fragrancias, estimulantes, alucinogéneos insecticidas e
agentes terapéuticos, sendo este Ultimo o de maior interesse actualmente devido a
elevada potencialidade para serem usados na prevencdo de doencas (Aharoni & Galli,
2011). Um dos maiores objectivos dos biotecndlogos é criar um sistema superprodutor
de compostos secundarios com o aumento do nimero de cOpias dos genes responsaveis
pela producdo destes. Uma vez que estes compostos ndo sdo necessarios para 0
desenvolvimento e crescimento da planta, estdo em continua modificacdo e adaptacéo
devido ao facto dos genes responsaveis pela sua producdo terem como carateristica
principal uma elevada plasticidade a uma presséo externa ambiental, fazendo com que
estes metabolitos sejam Unicos, diversos e adaptivos (Hartmann, 2007). Alguns
metabolitos podem apresentar fun¢Ges primarias e secundarias podendo ser este facto
explicado pela propria evolucdo, onde os metabolitos secundarios apresentariam uma
reserva muito rica e da qual foram recrutados para assumir fungfes primarias essenciais
a sobrevivéncia da planta (Hartmann, 2007).

As maiores familias de metabolitos secundarios podem ser cassificados em trés
grandes grupos: 1-Compostos fendlicos; 2- Compostos terpénicos e 3- Compostos
nitrogenados e sulfiticos. Os compostos secundarios sao produzidos a partir de alguns
intermediarios do metabolismo primario, sendo as vias de producdo de precursores dos
compostos secundarios, a glicolise, o ciclo TCA, vias dos aminoacidos alifaticos e
aminoacidos aromaticos, via das pentoses e via do &cido Xxiquimico, entre outras
(Aharoni & Galli, 2011). Na Figura 6 estdo esquematizadas algumas vias precursoras
principais de alguns compostos secundarios. Tudo se inicia na fotossintese, processo no
qual a radiacdo solar absorvida pelas plantas converte o carbono inorganico (CO;) em
substancias organicas, como hidratos de carbono, e oxigénio (Lobo & Lourenco, 2007).
Estes hidratos de carbono produzidos a partir deste processo sdo essencias a
sobrevivéncia e crescimento das plantas, actuando também como um ponto de partida

para a producdo de outros compostos como aminoacidos, compostos lipidicos e
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proteinas. E também a partir destes que se formam alguns dos compostos intermediarios

que véo dar origem as vias biossintéticas do metabolismo secundario.
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Figura 6 .Esquematizagdo de varias vias biossintéticas de produtos do metabolismo secundario a partir do
metabolismo primario, baseado no esquema apresentado por Cseke et al (2006).

No presente trabalho foram estudados varios compostos incluindo metabolitos
primarios (ex: acucares e vitaminas), secundarios (ex: compostos fendlicos e terpénicos)
e alguns, que tal como ja foi dito, estdo no limiar entre compostos essenciais para o
desenvolvimento da planta e metabolitos secundarios, tal como as clorofilas que
apresentam uma estrutura (secundaria) isoprénica na sua constituicdo. Alguns dos
compostos serdo mencioandos no proximo capitulo onde se avalia o seu potencial

antioxidante no combate ao stresse oxidativo.

1.3.1 Oleos essenciais
Um dos objectivos propostos para este trabalho consistiu na identificacdo e

quantificacdo dos compostos terpénicos presentes no Oleo essencial do coentro. Os
6leos essenciais incluem maioritariamente compostos de baixa massa molecular como
mono e sesquiterpenos, os seus analogos oxigenados e derivados fendlicos (Misharina
& Samusenko, 2008). Sdo produtos naturais complexos e volateis, caracterizados pela
presenca de um aroma forte, limpidos e raramente coloridos; sdo normalmente lipidos

de baixa densidade (menor que a da agua) existindo no entanto excepcdes, sollveis em
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solventes organicos, sendo produzidos como metabolitos secundarios por plantas das
familias da Apiaceae, Asteraceae, Laureaceae, Fabeaceae, entre outras, de zonas
temperadas e quentes, como a area mediterranea e paises tropicais (Bakkali, 2008;
Figueiredo, et al., 2008). Podem ser sintetizados em todos os orgdos da plantas, caules,
folhas, sementes, frutos, raizes e até mesmo na casca, sendo depois armazenados em
estruturas muito especificas da planta, podendo ser células secretoras e epidérmicas,
cavidades e canais, ou em tricomas glandulares (Bakkali, 2008). Uma vez que, 0s 6leos
essenciais sdo uma mistura complexa de compostos, existem muitos factores que podem
influenciar a sua producdo e composicdo, sendo eles de natureza fisiologica, ambiental,
geografica, genética, armazenamento, entre outros (Figueiredo et al, 2008). Os factores
de ordem fisioldgica estdo relacionados com o estadio de desenvolvimento no qual se
encontram os tecidos e orgdos dos quais se isolam os Gleos, pois se forem orgaos
maduros vao ter composicOes distintas as dos jovens, que ainda ndo desenvolveram por
completo as vias biossintéticas de producdo dos compostos e os locais de sintese e
acumulacdo (além de ser importante o estadio de desenvolvimento, a variacdo diurna de
producdo também é importante, ha variagdes ao longo de um ciclo diario, a producao
pode variar em composicdo mas principalmente em quantidade ao longo do dia). Néo so
0 estadio de desenvolvimento é importante aquando do estabelecimento do perfil de
volateis de uma planta, mas a escolha do material vegetal também influencia
grandemente este mesmo perfil, podendo haver modificacbes consoante o orgédo
estudado (flores, caules, sementes, raizes), por exemplo, é nas flores que se encontram a
maior parte dos compostos volateis e com também a maior diversidade dos mesmos, ao
contrario do que ocorre nos tecidos vegetativos que produzem pouca quantidade de
Oleos (Figueiredo et al, 2008) (Dudareva, 2004) Factores ambientais como a luz e
temperatura podem também afectar a composicdo dos dleos essenciais, sendo a cultura
in vitro eficaz para a obtencdo deste tipo de compostos secundarios devido ao stresse
inerente a propria metodologia (Dudareva, 2004; Matkowski, 2008). O maior grupo de
compostos presentes nos Gleos essenciais sdo terpenos ou terpenoides sendo 0s restantes

compostos aromaticos e alifaticos (Bakkali, 2008).

1.3.2 Compostos terpénicos
Os terpenos ou terpendides (terpenos ligados a um oxigénio) sdo uma das

maiores familias de produtos naturais, sendo provenientes da via biossintética do acido

mevaldnico, tendo como base inimeras unidades de isopreno ou isoprénicas (difosfato
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de isopentenilo — IPP, Figura 7A). Todos os compostos terpénicos sdo classificados
consoante o nimero de carbonos tal como os hemiterpenos (Cs), monoterpenos (Cio),
sesquiterpenos (Cis) e diterpenos (Cyo). A sintese destes compostos é realizada através
da condensagdo do IPP com o seu isdmero alilico, difosfato de dimetilalilo (DMAPP,
Figura 7B), podendo ser condensacGes cabecga-cabeca, cauda-cauda e cabecga-cauda,
dando origem aos diferentes tipos de terpenos (Dudareva, 2004; Mahmoud & Croteau,
2002). As condensacdes do IPP e DMAPP séo realizadas com a ajuda de um conjunto
de enzimas, terpeno sintases e preniltransferases, actuando posteriormente outro tipo de
enzimas modificadores que levam a formagdo da enorme variedade de compostos
terpénicos (Matkowski, 2008).

AN

Figura 7. A- Unidade isoprénica (difosfato de isopentenilo — IPP); B — Isémero alilico do IPP, difosfato
de dimetialilo (DMAPP).

Os compostos terpénicos estdo envolvidos na sobrevivéncia das plantas uma vez que
asseguram defesas contra factores bidticos e abidticos. Interacgdes entre plantas
competidoras podem ser um factor na reducdo da sintese, acumulacdo e emissdao de
compostos terpénicos, uma vez que estas levam a competicdo por recursos que Vo
afectar as funcbes primarias das plantas, afectando depois também a producdo de
compostos (Ormefio et al, 2007). Por outro lado, a competicdo pode também levar a
maior producdo de Oleos como “arma” alelopatica de dominio e eliminacdo da
concorréncia. Na Tabela 1 encontram-se alguns exemplos de compostos que podem
estar presentes nos 0leos essenciais, podendo ser mono ou sesquiterpenos e em menor
quantidade, compostos aromaticos. Existem inGmeras estruturas com diferentes
modificacdes quimicas o que lIhes permite realizar diferentes fungdes nas plantas.

Os monoterpenos sao compostos com unidades isoprénicas Cip, representando
90% da constituicdo do 6leo essencial. A sua sintese é realizada através do produto de
condensacdo entro o IPP e DMAPP, o difosfato de geranilo (GPP), que apds ac¢do das
terpeno sintases, se vai transformar no esqueleto primario para a formacdo de

monoterpenos (Dudareva, 2004). A este grupo estdo ja associadas cerca de 1000
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metabolitos volateis e lipofilicos, que para além dos Oleos essenciais constituem o
cheiro floral de algumas espécies de plantas e resinas das mesmas. A sua acgdo
fisioldégica nas plantas ainda ndo esta totalmente esclarecida, sabendo-se apenas que
actuam como atractivos e defensores das plantas. Tém grande aplicacdo industrial como
agentes aromatizantes, insecticidas e perfumes. Devido a baixa toxicidade destes
compostos contra vertebrados, tém também grande potencial para aplicacdo como
agentes de controlo de pestes sendo a grande maioria ja& metabolizada por inGmeros
microrganismos ndo persistindo no meio ambiente como um agente téxico (Mohmoud
& Croteau, 2002).

Tabela 1 . Diversidade de compostos que surgem na composicao dos 6leos essencias.

Monoterpenos Carbonetos mirceno, ocimeno
terpinenos, p-cimeno, felandrenos
pinenos, canfeno, sabineno
Alcoois geraniol, linalool, lavandulol
mentol, a-terpeniol, carveol
borneol, fenchol, crisanteol
Aldeidos citral, neral, citronelal
Cetonas tegetona canfora, fenchona,
mentonas, carnova, pelegona
pinocanfona, pinocarvona
Estéres propionato, acetato citronelil
mentil acetato isobornil
Eteres 1,8.cineole, mentofurano
Perdxidos Ascaridole
Fenois timol, carvacrol
Sesquiterpenos Carbonetos azuleno, B-bisaboleno cadinenos ,
cariofileno ,curcumenos
Alcoois bisabol, cedrol, farnesol, carotol
Cetonas germacrone, turmerones
Epoxidos oxido de cariofileno, epoxido
humuleno
Arométicos Aldeidos Cinamaldeido
Alcoois alcodl cinamico
Fendis chavicol, eugenol
Derivados metoxi anetole, elemicine, estragole
Dioxi-metileno apiole, miristicine, safrole

Os segundos maiores compostos presentes nos 6leos essenciais sdo 0s

sesquiterpenos (Cis), juncdo de trés unidades IPP, sendo a sintese destes compostos
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ligeiramente distinta & dos monoterpenos, pois o0 produto de condensacdo que originara
0 esqueleto primario destes compostos é o difosfato de farnesilo (FPP), tendo assim
uma estrutura completamente distinta, sendo as homodiméricas preniltransferases, ou
FPP sintases, as enzimas responsaveis pela formacdo dos mesmos (Dudareva, 2004;
Mohmoud & Croteau, 2002).

Os métodos de extraccao dos 6leos essenciais ou da mistura completa de volateis
pode variar muito consoante o objectivo do estudo ou mesmo consoante a area de
aplicacdo destes produtos. As extracdes podem ser realizadas através de solventes
organicos, ou em condicGes supercriticas de dioxido de carbono, metodologias usadas
principlamente na area da cosmética (Figueiredo et al, 2008; Illés et al, 2000). Podem
ainda ser realizadas através do método de hidrodestilacdo, que se baseia na passagem a
fase gasosa dos compostos, arrastados pelo vapor de &gua, apds o que passam a fase
liquida por arrefecimento; esta metodologia pode ter a desvantagem dos compostos
sensiveis a altas temperaturas serem facilmente alterados ou destruidos (Pourmortazavi
& Hajimirsadeghi, 2007). Este tipo de extraccdo permite determinar fungdes
bactericidas e fungicidas por ndo se utilizar nenhum solvente potencialmente toxico
sendo assim preferencialmente usada na farmacia a na area alimentar (Bakkali, 2008;
Figueiredo et al, 2008). Depois de realizadas as extracGes € necessaria a analise dos
Oleos e/ou mistura de volateis usando e complementando técnicas de separacdo e
identificacdo dos compostos. Actualmente a cromatografia gasosa (GC) é o método
mais usual de separacdo de compostos operando até a um maximo de 1500 unidades de
massas moleculares, que irido definir o tipo de volateis que apresentam, sendo 0s
compostos com massa molecular muito baixa considerados gases permanentes, até as
200 unidades de massa sdo considerados compostos volateis e a partir destas unidades
sdo compostos semi-volateis. Os compostos terpénicos presentes nos 6leos essenciais
inserem-se entre as categorias de compostos volateis e semi-volateis apresentando
massas moleculares entre cerca de 120 e de 300 unidades. Segundo Marriott (2001), a
cromatografia gasosa € o método analitico mais apropriado para a separacdo dos
compostos dos OGleos essenciais apesar das indmeras estruturas com diferentes
modificagdes quimicas que levam a sobreposicdes nos indices de retencdo. Esta
metodologia de separacdo é complementada com a espectrometria de massa (GC-MS)
para identificacdo dos compostos, designando-se este processo de Hifenizacdo, obtendo
um método de dimensdo ortogonal que permite melhorar a separacdo e a qualidade da

analise dos dados (Marriott, 2001). O sistema de espectrometria de massa € um método

Caracterizacdo quimica e molecular de Coriandrum sativum in vivo e in vitro 18



O i INSTITUTO POLITECNICO ~
2 DE BRAGANCA Introducéo
de separacdo de alta resolucdo baseada na polaridade e/ou ponto de ebuligdo, sendo um
método em constante evolucdo para uma melhor resolucdo e que compete em larga

escala com outros métodos de hifenizagcdo (Marriott, 2001).

1.3.3 Volateis em Coriandrum sativum

O interesse por Oleos essenciais em novas culturas tem vindo a crescer nos
ualtimos anos, razdo pela qual a familia das Apiaceaes (Umbelliferas) tem ganho cada
vez mais importancia por a ela pertencerem espécies aromaticas como a salsa, pimenta,
aipo e o coentro (Ramadan & Mdrsel, 2002).

No coentro, 0 aroma e sabor sdo devidos a presenca do 6leo essencial nas
glandulas/canais do mericarpo, sendo o conteddo do mesmo, geralmente, de apenas
0,03% tendo sido ja descrito um maximo de 2,7% (Lopez et al, 2008; Ravi et al, 2006).
O principal e mais abundante composto do dleo essential dos frutos do coentro ¢ o a-
linalol, tendo sido ja referido e confirmado por varios autores, que este composto pode
representar até 70% do contetdo do 6leo (l1lés et al, 2000; Lopez et al, 2008; Ravi et al,
2006). Nas sementes existem ainda compostos como o a-pineno, acetato de geraniol,
canfora, y-terpineno, terpinoleno, citronelol, geranil e limoneno (Lopez et al, 2008).
Devido ao seu grande interesse comercial, existem varios estudos sobre o perfil do 6leo
essencial dos frutos do coentro e as suas potencialidades no mercado em areas de
aplicacdo distintas. Em 1996, Diederichsen realizou um relatério para o Instituto
Internacional de Recursos Genéticos na Alemanha, onde utilizou varias amostras de
coentro de varios bancos de germoplasma por todo o mundo e estudou toda a sua
fisionomia, fisiologia, realizando também um perfil genético e dos 6leos essenciais para
todas as amostras. Em 2008, Lopez, fez um estudo semelhante no qual recolheu varias
amostras de coentro crescidas no campo, por todo o mundo e no qual estimou a
diversidade fenotipica, bioquimica e molecular dessas mesmas amostras. Tanto
Diederichsen como Lépez utilizaram frutos do coentro para obter o perfil de 0Oleos.
Misharina & Samusenko (2008), Ramadan & Mdrsel (2002) e Ravi (2006)
estabeleceram um perfil de 6leos essenciais de sementes de coentro extraidos por
hidrodestilacdo, enquanto Illés et al (2000) realizaram essa mesma extrac¢do usando
diferentes concentracfes de diéxido de carbono e propano. Gil (2002) usou dois
gendtipos distintos de coentro e analisou 0s 6leos obtidos a partir dos frutos crescidos

em condi¢cbes ambientais distintas, enquanto Lopez et al (2008) analisaram 0s
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compostos toxicos presentes no 6leo essencial do coentro. Existem poucos estudos
sobre o perfil de Oleos essenciais das partes aéreas do coentro devido ao baixo
rendimento das mesmas nestes tecidos e ao baixo interesse comercial, no entanto Potter
(1996) efectuou um estudo as partes aéreas de dois lotes comerciais de coentro onde
caracterizou e identificou os compostos existentes no 6leo essencial dos mesmos
tentando estabelecer uma explicacdo para as diferencas que encontrou. No entanto,
nunca se realizou um estudo comparativo entre coentro cultivado in vitro, coentro
comercial e frutos de coentro; sendo assim, o presente trabalho é um estudo inovador e
necessario para o enriquecimento académico e comercial das potencialidades da plantas
de coentro.

1.4 Stresse oxidativo e Actividade antioxidante

1.4.1Stresse oxidativo
Ao longo do século XX inumeras doengas e disturbios, como o cancro, doencas

cardiovasculares e inflamatorias, foram estudadas tendo-se encontrado provas
irrefutaveis que as relacionam, directa ou indirectamente, com o stresse oxidativo, 0
que aumentou exponencialmente o interesse pelos produtos naturais, especialmente na
area da saude (Laguerre, 2007; Niki, 2010). O organismo humano, assim como outros
organismos aerobios, tem um rede enddogena de defesa contra o stresse oxidativo que
foi evoluindo e adaptando-se as diferentes condicdes adversas as quais 0 organismo é
sujeito (Niki, 2010). Esta rede de defesa inclui fontes enzimaticas, como a catalase,
peroxidases e a superdxido dismutase, mas também fontes ndo enzimaticas que incluem
moléculas como o 4&cido Urico, estrogenio, coenzima Q, melanina e melatonina
(Laguerre, 2007).

O stresse oxidativo é provocado por um desiquilibrio entre esta rede enddgena
de defesa e a producdo de compostos oxidativos, sobretudo na forma de espécies
reactivas de oxigenio (ROS) (Laguerre, 2007). Estas ROS estdo constantemente a ser
produzidas nos sistemas bioldgicos, incluindo radicais livres e outras substancias nao
radicalares como o anido superoxido (Oy), hidroxilo (OH"), peréxido de hidrogénio
(H20,) e singleto de oxigénio (Blokhina, 2003). Estas ROS séo produzidas quando
ocorre a reducdo parcial de um a trés electrdes (e) na cadeia transportadora de
electrdes, activando a molécula de oxigénio pela doacdo de um e’, geralmente realizado

por metais de transicdo (como o Fe?* e Cu?") (Blokhina, 2003). Em condiges naturais
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de stresse sdo geradas grandes quantidades de ROS, sendo consideradas por alguns
moléculas sinalizadoras da concentracdo de oxigénio no meio onde se encontram,
oxidando proteinas, lipidos, glicidos e &cidos nucleicos, levando ao desenvolvimento
de intmeras fitopatologias humanas (Blokhina, 2003; Laguerre, 2007). A sua
concentragdo pode estar também relacionada com factores ambientais tais como o
consumo de tabaco e alcool, fadiga, dieta excessiva de calorias e gorduras, mas também
com o envelhecimento com o qual a absor¢do de nutrientes e antioxidantes diminui
gradualmente (Anusha, 2011).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saiude (WHO), mais de 80% da populacdo
mundial depende da medicina tradicional com recurso a extractos de plantas e aos seus
componentes activos para obter cuidados primarios de saide. Em particular, as plantas
podem constituir fontes de compostos antioxidantes suplementados através da
alimentacéo e de outros usos (Krishnaiah, 2011). Alimentos funcionais ou suplementos
de antioxidantes ricos em a-tocoferois, vitamina C, licopenos e compostos fenolicos,
assim como antioxidantes sintéticos como o butil-hidroxitolueno (BHT) e butil-
hidroxianisol (BHA) tém vindo a ter muita procura no mercado, apesar da seguranca
dos antioxidantes sintéticos ter vindo a ser posta em causa (Anusha, 2011; Krishnaiah
et al, 2011; Ramadan et al, 2003). Os compostos antioxidantes podem funcionar ou
actuar contra as ROS de maneira diferenciada tendo uma accao quelante e/ou captadora
dos radicais antes da ocorréncia de danos em qualquer parte do organismo; apos estes
danos, podem também funcionar como reparadores dos tecidos (Niki, 2010). A
metodologia de cultura in vitro de plantas pode proporcionar iniUmeras vantagens na
producdo e estudo de antioxidantes facilitando a sua extraccdo e purificacdo, o que
aumenta o seu valor econdémico; do ponto de vista meramente ecoldgico, com esta
metodologia ndo é necessario a sobreexploracdo de espécies em perigo ou raras
(Matkowski, 2008). Pela importancia que os compostos antioxidantes assumem na
actualidade ¢ essencial a procura de novas fontes seguras e viaveis para a producéo dos

mesmaos.

1.4.2 Compostos antioxidantes
Devido a grande variedade de compostos que apresentam potencial antioxidante

serdo apenas abordados o conjunto que apresenta maior potencial como 0s compostos
fendlicos, algumas vitaminas (tocoferdis e acido ascorbico), compostos terpénicos

(carotendides), mas também alguns produtos do metabolismo primario (clorofilas e
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acucares). Salienta-se ainda o facto de todos estes compostos terem sido alvo de analise
experimental no presente trabalho.

Os compostos fendlicos representam uma das maiores familias de metabolitos
secundarios, albergando compostos como os flavonoides, taninos, lenhinas, &cidos
fendlicos, entre outros (Justesen & Knuthsen, 2001). A sua contribui¢do para a saude
humana desenvolveu-se consideravelmente na década de 90, com provas irrefutaveis da
sua contribuicdo para a prevencdo de algumas doengas cardiovasculares e
neurodegenerativas, mas também contra o cancro e a osteoporose (Scalbert et al, 2005).
Uma dieta rica em frutos, vegetais, cereais, chocolate e até mesmo vinho tinto, pode
aumentar o consumo de compostos fendlicos, responsaveis pelo seu grande potencial
antioxidante (Scalbert et al, 2005). A sua biossintese deriva de duas vias distintas, a do
acido xiquimico e a do &cido cindmico. Da via do &cido xiquimico recebe o anel
fenilpropano que funciona como iniciador da sintese ao qual se véo ligar trés moléculas
de &cido acético provenientes da via do acido cindmico, fechando-se num segundo anel
que, apos varias hidroxilagdes e redugdes, forma um terceiro anel (Figura 8) (Carlo et
al, 1999; Matkowski, 2008).

Figura 8. Estrura base dos compostos fenélicos. A — Anel constituido das trés moléculas de acido acético
provenientes da via do acido cindmico; B — Anel fenilpropano proveniente da via do acido xiquimico; C —
Anel formado apds as hidroxilacdes e redugdes.

Esta estrutura parece ser ideal para o sequestro dos radicais livres funcionando
como quelante das reaces responsaveis pela peroxidacdo lipidica que ocorre, por
exemplo, nos alimentos (Ramadan, 2003). Tém alta reactividade na doacdo de electrdes
e radicais de hidrogénio, sendo considerados mais efectivos que as vitaminas
(tocoferois e acido ascérbico) (Blokhina, 2003). Os flavonodides sdo 0 maior grupo
dentro dos compostos fenolicos apresentando mais de 4000 estruturas, incluindo
flavonas, isoflavondides, flavanonas, catequinas e antocianidinas. Na formacao destes

compostos estdo envolvidas reacc6es de hidroxilacdo, metilagdo dos grupos hidroxilo,
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prenilacdo e glucolisacdo dos anéis A e B (Matkwoski, 2008). Todas estas
modificagdes estruturais conferem-lhes distintas propriedades antioxidantes, podendo
mesmo ter a capacidade de alterar a cinética da peroxidacdo lipidica através da
modificacdo do empacotamento lipidico e da diminuicdo da flexibilidade da membrana,
diminuindo a difusdo dos radicais livres e restringindo as reac¢es de peroxidacéo
(Blokhina, 2003). Podem comportar-se como antioxidantes e prooxidantes, actuando
directamente sobre as ROS ou activando enzimas antioxidantes; inibem também
algumas oxidases e funcionam como quelantes de metais (Prochdzkova et al, 2011).
Kong et al (2003) reportou que os pigmentos tém um papel vital na prevencdo da
peroxidacdo lipidica das membranas celulares, sendo esse o0 caso das antocianinas. As
antocianinas sdo flavondides, ou mais concretamente, s&o glucésidos de derivados poli-
hidroxilados e polimetoxilados de sais flavilicos, querendo isto dizer que desde a
estrutura base dos flavondides até a formagédo de compostos antocianos ocorrem muitas
reaccOes de modificacdo e ligacdo de radicais como se pode verificar na Figura 9.
Dependendo dos radicais que se ligam a molécula, da posicdo e do numero de
aminoacido aromaticos ou alifaticos obtém-se antocianinas distintas sendo conhecidas
até a data mais de 400 estruturas antocianas, das quais a cianidina-3-glucosido é a mais
abundante em todo o reino vegetal (Kong et al, 2003). Séo soltveis em solventes
polares, sendo normalmente extraidas do material vegetal usando metanol com uma

pequena quantidade de &cido cloridrico.

R1
R4
+
R4 O
~ R2

=
R3

R4

Figura 9. Estrutura das antocianinas. EXxisténcia de quatro sitios onde se podem ligar varios radicais,
R;=R,=H, OH ou OCHpgs, Rs=glucosil ou H e R4=OH ou glucosil, dando origem a diferentes compostos
antocianos.

O método de Folin-Ciocalteau (FC) é um método de determinacdo dos fenois
totais, tendo sido adaptado do método de Folin-Denis pela adi¢do do reagente sulfato

de litio que ndo permite a formacdo de precipitados que poderiam interfir com as
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analises espectofotométricas. Este método ndo é direcionado para um grupo especifico
de compostos fendlicos, determina mono- e polifendis, quantificando a concentracdo
total dos mesmos no extracto da planta em estudo (Schofield, 2001). Tungéstenio e
molibdénio sdo usados num meio aquoso altamente béasico contendo 5-10% de
carbonato de sodio, meio no qual os compostos fendlicos se oxidam muito facilmente e
em consequéncia hd uma maior formagdo de ROS, nomeadamente O7,". Este Ultimo
reage com o molibdénio formando o croméforo de 6xido de molibdénio (MoO**), que
absorve a um comprimento de onde de 740 nm, sendo a concentragcdo dos compostos
proporcional ao valor de absorvancia obtido; os resultados sdo normalmente expressos
em equivalentes de &cido galico, devido & inespecificidade da reac¢do (Roginsky &
Lissi, 2005; Schofield, 2001). E um método sensivel em compara¢do com outros
métodos usados também para calcular a concentracdo dos compostos fendlicos; no
entanto, compostos ndo fendlicos, como as proteinas, podem interferir na leitura da
absorvancia, tendo também um problema com a standartizagdo da propria metodologia
(Roginsky & Lissi, 2005). No entanto, nos dias de hoje séo usados meétodos
cromatograficos como o HPLC, hifenizados a detectores DAD-ESI/MS entre outros
para um melhor, mais detalhado e fiavel conhecimento do perfil fendlico da planta em
estudo.

As vitaminas sdo também compostos com um elevado potencial antioxidante. A
vitamina C ou, mais commumente conhecida, acido ascorbico (Figura 10), desempenha
funcbes bioldgicas vitais, ndo sendo sintetizada pelos humanos e outros primatas
devido a uma deficiéncia na enzima L-gulono-1,4-lactona oxidase, que converte a L-
gulonolactona em acido ascérbico, sendo assim fundamental a sua ingestdo através da
alimentacdo. As suas principais funcGes no organismo sdo, ser cofactor de varias
enzimas, sobretudo hidroxilases, e funcionar como antioxidante, sendo reconhecido
como um dos mais estudados e poderosos antioxidantes (Blokhina, 2003). A
capacidade de doar electrdes numa grande variedade de reac¢fes enzimaticas e nao
enzimaticas faz do acido ascorbico um dos maiores desintoxicadores de ROS em fase
aquosa, podendo sequestrar radicais superdxido, hidroxilo e singletos de oxigénio
através da via peroxidase ascorbato e através da via de reducdo da vitamina E,

prevenindo a peroxidacdo lipidica (Blokhina, 2003; Traber & Stevens, 2011).
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Figura 10. Estrutura quimica do 4cido L-ascorbico

A vitamina E engloba uma familia de compostos lipidicos denominados de
tocoferois (TOH) e tocotriendis (Abidi, 2000). Sdo componentes essenciais nas
membranas bioldgicas podendo actuar como antioxidantes ou ndo. Em 1964, o
investigador Pennock reportou a existéncia de quatro isomeros dos tocoferdis, sendo
eles a-, B-, y- e 6-tocoferol, que estruturalmente possuem um grupo cromanol e uma
cadeira lateral isoprénica (fitil) que confere um carater anfipatico a estes compostos
(Figura 11).

Rl

HO

Figura 11. Estrutura quimica dos tocoferois; a-tocoferol (R;=R,= CH,), B-tocoferol (R;=CHs, R=H), y-
tocoferol (R;=H, R,= CHjy) e 3-tocoferol (R;=R,= H).

O a-tocoferol é extremamente importante na nutricdo humana para a prevengao
dos sintomas da falta de vitamina E, apresentando uma maior actividade bioldgica e
antioxidante que os restantes isdmeros (Traber & Stevens, 2011). Os tocoferdis sdo
sintetizados exclusivamente em organismos fotossinteticos, existindo em maior
quantidade nos cloroplastos; no entanto, podem ser produzidos em todas as partes das
plantas, incluindo nas sementes (Blokhina et al, 2003; Zing, 2007). O potencial
antioxidante dos tocoferdis foi ja descrito por muitos autores tendo sido Tappel e seus
colaboradores os primeiros a descrever esse mesmo potencial. Os isémeros nao
apresentam o mesmo potencial antioxidante tendo o a-tocoferol uma maior actividade

sequestradora de radicais livres seguindo-se o y-, B- e d-tocoferol em ordem
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decrescente de potencial (Zing, 2007). A sua actividade baseia-se no facto de repararem
directamente os radicais que oxidam, prevenindo a propagacao da peroxidacao lipidica.
Reagem com os radicais LO’, LOO" e L', derivados da degradacdo autocatalitica
provocada pelos acidos gordos polinsaturados (PUFA), na interface membrana-agua
formando o radical estavel tocoferoxilo (TO¢) que ndo reage com o oxigénio, podendo
voltar a sua forma original pela via do ascorbato (Blokhina, 2003; Traber & Stevens,
2011).
TOH + LOO’ — LOOH+TO

As diferengas existentes entre os varios isomeros, em termos de potencial
antioxidante, sdo devido ao facto de todos eles terem uma capacidade completamente
diferente de doar radicais hidrogénio, devido aos substituintes presentes na sua
estrutura. Um anel com grupos metilo parece ser mais eficiente o que faz do a-tocoferol
a mais potente de todas as isoformas. Sendo estes compostos antioxidantes lipidicos, a
sua actividade depende também da sua solubilidade, localizacdo e regeneracdo do
radical TOe* na via do ascorbato (Abidi, 2000; Traber & Atkinson, 2007).

Os carotendides sdo, de uma maneira geral, tetraterpenos que apresentam nas
extremidades anéis de 5 ou 6 carbonos (Rao & Agarwal, 1999). A sua concentracao
nos tecidos vegetais depende ndo so6 de factores genéticos mas também de factores
ambientais como o cultivo da planta, o clima, a zona geogréfica, as praticas agricolas,
as técnicas de colheita e a prépria embalagem e armazenamento. Estes compostos tém
como principal funcéo antioxidante actuar contra os singletos de oxigénio, quelatando-
o0s. (Rodriguez-Amaya, 2010; Tanaka et al, 2008). O licopeno (CsoHss) € um exemplo
de carotendide, sendo um composto lipofilico e hidrofobico localizado entre as
membranas celulares e outros compostos lipoproteicos, com um comprimento de
absorcdo na zona do visivel. Devido ao seu alto nimero de dienos conjugados, ficou
comprovado através de inumeros estudos, que o licopeno € um dos mais potentes
quelantes de singletos de oxigénio entre os carotendides naturais. Tem a capacidade de
sequestrar radicais como o didxido de azoto (NOye), tiilo (RSe) e sulfonilo (RSO,¢)
(Rao & Agarwal, 1999). O B-caroteno é outro carotenodide pertencente a classe dos
terpenos. Apresenta uma estrutura poliisoprénica com uma longa cadeia de ligacbes
duplas conjugadas responsavel pela sua reactividade quimica e propriedades de
absorcdo de luz. Em cada extremidade da molécula apresenta um ciclo-hexeno
substituido (Lehninger et al, 2008) (Figura 12).
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Figura 12. Estrutura quimica do B-caroteno.

Os carotendides funcionam como antioxidantes interrompendo reacgdes em
cadeia em ambiente lipidico. A presenca de vérias ligacbes duplas torna os
carotenoides suscetiveis ao ataque dos radicais peroxilo (LOO¢), originando produtos
inactivos. Também ja foram descritas interacgdes sinergéticas entre o B-caroteno € o a-
tocoferol na inibicdo da peroxidacdo lipidica membranar (Chew, 1995). Salienta-se,
ainda, o facto de os carotendides parecerem exercer efeitos benéficos na prevencédo de
doencas nomeadamente cancro, doencgas cardiovasculares e osteoporose (Rao & Rao,
2007.

Por ultimo, os acgucares e as clorofilas apresentam também alguma actividade
antioxidante, apesar destas Ultimas ndo estarem presentes em muitos dos estudos sobre
este tdpico, provavelmente devido ao facto de a sua obtencdo ser morosa e dificil em
alguns tecidos. Sabe-se contudo que a actividade antioxidante das clorofilas deve-se a
transferéncia de energia de um singleto-excitado de clorofila para uma molécula de
oxigénio que viria a formar uma ROS, prevenindo a autooxidacdo dos vegetais pelo
mecanismo de doacao de radicais de hidrogénio (Lanfer-Marquez et al, 2005). Quanto
aos acucares, as moléculas redutoras, exibem alguma actividade captadora de ROS,

contudo os mecanismos envolvidos ndo estdo completamente entendidos.

1.4.3 Avaliacdo do potencial antioxidante
Existem inUmeras metodologias de avaliacdo do potencial antioxidante, e visto

ser, maioritariamente, através da alimentacdo que se introduzem 0s compostos
antioxidantes no organismo humano é essencial conhecer e dominar as técnicas que
permitem avaliar a capacidade antioxidante de plantas. A avaliacdo da capacidade
captadora de radicais DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazilo) é um dos métodos mais
usados em todo o mundo para avaliar o potencial antioxidante de uma espécie, isto
devido ao facto deste radical apresentar algumas similaridades a nivel estrutural com os

radicais peroxilo, sendo também um método simples, rapido e pouco dispendioso
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(Kedare, 2011; Mishra, 2012). Foi desenvolvido por Marsden Bois em 1958, onde usou
a cisteina como antioxidante modelo, tendo ao longo dos anos sofrido varios
desenvolvimentos e melhorias no sentido de melhor adaptacdo a cada caso cinético
(Bondet, 1997). E um radical estavel devido ao electrdo que se encontra
desemparelhado se deslocar por toda a molécula ndo ocorrendo a dimerizacdo, dando
origem a uma cor violeta escura, com uma absor¢do a 520 nm numa solucdo de etanol,
permitindo esta também uma melhor extraccdo dos compostos antioxidantes da
amostra em estudo (Kedare, 2011). Este electrdo desemparelhado é reduzido quando
recebe um radical de hidrogénio de uma molécula dadora, segundo a equagdo (Figura
13):

NO, NO,
O,N NO O,N NO
2 2 antioxidante 2 2
—_——
NH
: N : : N :
Parpura Amarelo pélido

Figura 13. Esquema de reducdo do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazilo).

O DPPH reage com um antioxidante (RH) que ficara reduzido (R"), mudando a
cor da solucdo para um amarelo palido (Milardovic, 2006). Esta reaccdo permite
perceber 0 que ocorre num sistema oxidante, quantificando antioxidantes em sistemas
biologicos complexos, em forma liquida ou solida, sendo estes antioxidantes
hidrofilicos ou lipofilicos, e com uma actividade forte ou fraca (Kedare, 2011). Na
década de 90, Brand-Williams e Bondet introduziram o parametro de ECs
(concentracdo eficiente) para interpretar os resultados obtidos por esta metodologia,
sendo definido como a concentracdo de substrato que provoca a perda de 50% da
actividade do DPPH, o que em termos bioldgicos significa que quanto maior a
actividade antioxidante menor é o valor de ECs, (mais baixa a concentracdo da
amostra), sendo o antioxidante Trolox um dos mais usuais para controlo e realizacdo de
rectas de calibracdo (Kedare, 2011; Milardévic, 2006).
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Outra metodologia implementada para a avaliagdo da actividade antioxidante, é
0 poder redutor que, por exemplo, os compostos fendlicos apresentam para reduzir a
espécie Fe** a Fe** (Berker, 2007). Esta metodologia foi desenvolvida em 1982 por Liu
para quantificar acido ascérbico numa amostra de soro e plasma, no entanto ainda
apresenta varios problemas a nivel protocolar que obriga os investigadores a
complementar esta metodologia com outras para avaliar a capacidade antioxidante da
amostra em estudo (Moon & Shibamoto, 2009). Segundo Berker (2007), a
quantificacdo dos compostos fendlicos por esta metodologia requer um ligando
cromogénico associado ao composto Fe** que quando reduzido a Fe®* produz uma
resposta colorimétrica visivel e quantificavel. Ou seja, os compostos fendlicos ao
actuarem sobre a molécula Fe**/complexo ferricianeto ([Fe(CN)e]*"), coloragdo
amarelada, obtém a molécula Fe®*/([Fe(CN)s]*") que apresenta uma intensa cor azul
violeta (Persian Blue ou azul da Prussia) que pode ser quantificada a 700 nm. Os seus
resultados sé@o também quantificados em valores de ECsp, sendo também o Trolox
usado como controlo.

Ambos os meétodos acima referidos sdo métodos indirectos da avaliacdo da
actividade antioxidante de uma deterrminada amostra, uma vez que sdo usados radicais
estaveis que simulam sistemas oxidaveis complexos. Por outro lado, 0os métodos
directos usam estes mesmos sistemas medindo a capacidade inibitéria de uma
substancia antioxidante quando em contacto com um substrato sujeito a condi¢fes de
oxidacdo natural ou acelarada pelo proprio processo laboratorial (Laguerre, 2007).
Estes substratos consistem, maioritariamente, em compostos lipidicos podendo também
ser usadas proteinas, cromdforos, lipoproteinas e membranas bioldgicas. Estas
metodologias directas assentam na teoria da peroxidacdo lipidica, sendo esta um
processo metabdlico natural que ocorre em condigcdes de aerobiose sendo umas das
consequéncias do “ataque” das ROS mais estudadas em todo o mundo (Blokina, 2003;
Roginsky & Lissi, 2005).

Um dos ensaios realizados para avaliar a capacidade antioxidante de uma
amostra através da quantificacdo da inibicdo da peroxidacao lipidica, € a inibicdo da
descoloragdo do B-caroteno. Esta metodologia foi desenvolvida por Marco em 1968
tendo ja sofrido alteracGes por véarios autores, devido ao crescente interesse deste
composto como antioxidante (Laguerre, 2007). Consiste na reagdo da molécula de -
caroteno com um lipido, &cido linoleico, que em presenca de ROS forma um radical

peroxilo (LOOe). Este radical LOO- vai-se ligar ao B-caroteno formando um radical
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estavel (LOO«/p-caroteno) reduzindo assim a quantidade deste ultimo em solugdo. No
entanto, se houver na amostra em estudo, um composto antioxidante este vai competir
pelo radical LOOe, retardando a descoloragdo do [-caroteno que pode ser monitorizada
a 470 nm (Moon & Shibamoto, 2009). A oxida¢do do acido linoleico é conseguida
somente com um tratamento térmico (50°C), sendo um método sensivel e rapido, mas
inespecifico podendo haver variabilidade nos resultados obtidos (Laguerre, 2007). O

ensaio pode ser traduzido pelas seguintes equacgoes:

B — caroteno — H{laranja) + RO0O- —— B — caroteno - (descorado) + ROOH

B — caroteno — H(laranja) + ROO+ +AH —— P — caroteno — H(laranja) + ROOH + A -

Uma outra metodologia directa para avaliacdo da actividade antioxidante é o
teste do é&cido tiobarbitarico (TBA), tendo sido desenvolvida na década de 40
(Laguerre, 2007). Consiste na reacdo de um produto secundario da peroxidacéo
lipidica, o0 malondialdeido (MDA) com o &cido tiobarbiturico formando um cromoforo
avermelhado com uma absorvancia a 532 nm (Figura 14). Este produto corado resulta
da juncdo de duas moles de TBA com uma mole de MDA, no entanto, como o0 TBA
reage com muitos compostos com o grupo carbonilo e o produto final absorve no
mesmo comprimento de onda que o complexo TBA-MDA, os resultados desta
metodologia sdo expressos em unidades de TBARS (substancias reativas do acido
tiobarbiturico), (Moon & Shibamoto, 2011). E uma das metodologias mais usuais para
avaliar o potencial antioxidante de varios produtos natuirais (Moon & Shibamoto,
2011)

HS N\ OH S N\ OH HO /N SH
2 Y N, \[/ \|r
N = N N
Malondialdeido (MDA) NN
OH OH OH
Acido tiobarbittrico (TBA) MDA-TBA

Figura 14. Formacdo do cromdéforo avermelhado MDA-TBA através da reacdo de uma mole de
malondialdeido (MDA) com duas moles de cido tiobarbitdrico (TBA).

1.4.4 Actividade e potencial antioxidante no coentro
Como ja foi referido em paragrafos anteriores, o coentro foi ja estudado pelas

suas potencialidades aplicadas a varias areas indutriais, farmacéuticas e alimentares,
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sendo a sua semente 0 objecto de muitos desses estudos. Na aplicagdo desta planta em
termos de combate ao stresse oxidativo e potencial antioxidante ocorre 0 mesmo, tendo
sido estudada a actividade antioxidante e combate a peroxidagéo lipidica das sementes
de coentro por Wangensteen et al (2004) e Samojlik et al (2010). A actividade
antioxidante da parte vegetativa do coentro foi também j& estudada e caracterizada
(Isabelle et al, 2010; Wangensteen et al., 2004). Anilakumar et al (2001) estudou o
efeito das sementes do coentro na prevencdo da peroxidacdo lipidica induzida em
figado de rato, podendo representar um ponto de partida e comparacdo para a
metodologia de TBARS. Em termos de compostos fendlicos, as partes aéreas e 0s 6leos
essenciais foram j& caracterizados e identificados por Justesen & Knuthsen (2001),
Meloa et al., 2005 e Nambiar et al., 2010, e Ramadan et al (2003), respetivamente. O
conteddo em tocoferdis, acido ascérbico e carotendides foi também j& estudado e
devidamente caracterizado em sementes e na planta de coentro (Abidi, 2000; Daly et
al., 2010; Isabelle et al, 2010; Guerra et al., 2005; Marero et al., 1986; Singh et al.,
2001). No entanto, ndo ha nenhum estudo que compare as sementes e partes aéreas de
coentro crescidas em ambiente natural, com culturas in vitro, podendo esta técnica
apresentar um grande potencial para obtencdo de compostos com grande interesse no
combate a peroxidacgéo lipida e outros processos relacionados com o stresse oxidativo,

em ambiente controlado e livre de pressdes externas, bioticas e abidticas.

1.5 Marcadores Genéticos
No ultimo capitulo serd abordada a tematica do uso dos marcadores moleculares

na diferenciacdo de varias especies, aplicada principalmente as plantas aromaticas,
como é o caso do coentro. Os métodos moleculares tém vindo a ganhar nas Gltimas
décadas uma importancia ndao sO6 académica, mas também econdmica e ecoldgica,
revolucionando a biotecnologia vegetal e os estudos evolutivos e taxondmicos das
espécies (Kumar et al, 2009; Triest, 2008). Sdo a base dos estudos genéticos em varias
culturas vegetais, revelando poliformismos ao nivel do DNA. Estas metodologias
evoluiram muito sendo cada vez mais precisas e rapidas, obtendo-se o resultado final
relativamente facil, ndo podendo no entanto ser aplicadas em algumas areas, pois para
cada tipo de estudo € exigido um protocolo diferente adaptado as necessidades do
mesmo (Kumar et al, 2009). Os marcadores genéticos podem ser divididos em duas

classes distintas: marcadores morfoldgicos e marcadores moleculares. Os primeiros
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baseiam-se nas caracteristicas fendtipicas, o que a nivel molecular significa o estudo de
apenas um loci do genoma da espécie em estudo, ndo necessitando de técnicas
moleculares e bioquimicas que complementem a sua acc¢ao, no entanto sdo limitados em
nimero e pelo facto de serem alterados por interacfes epistaticas e pleiotrépicas
(Trindade, 2010). Por outro lado os marcadores genéticos, usados no presente estudo,
ultrapassam todas estas limitagdes sendo os marcadores de eleicdo usados por muitos
investigadores, visto o poliformismo ser mais facilmente detectado a nivel molecular
que a um nivel fenotipico. Um poliformismo genético é definido como sendo uma
ocorréncia simultanea de um traco numa mesma populacdo com dois gendtipos distintos
(Kumar et al, 2009). Estes marcadores moleculares sdo sequéncias de DNA facilmente
detectaveis e cuja heranca pode ser facilmente monitorizada, isolando apenas um gene,
ndo sendo afectados por pressdes externas, como 0 meio ambiente e interaccdes
pleiotropicas o que permite estudar um numero ilimitado de marcadores numa unica
populacdo (Kumar et al, 2009; Trindade, 2010). Um bom marcador molecular deve ter
como caracteristicas principais elevado polimorfismo, capacidade de distingcdo entre
individuos homo e heterozigoticos, ter grande frequéncia e distribuicdo no genoma,
facilidade de deteccdo, ser economico e apresentar alta reprodutibilidade, entre outros.
N&o se verifica até ao presente a complementacdo num s6 marcador de todas estas
caracteristicas (Kumar et al, 2009). Os marcadores moleculares tém vindo a ser
aplicados em técnicas de fingerprinting, constru¢cdo de mapas genéticos de linkage,
analise de filogenia, fluxo genético, analise de hibridos ou clones e analise genética de
populacdes (Bussell et al, 2005).

A metodologia de PCR inventada por Kary Mullis em 1983 baseia-se numa
reaccdo de replicacdo enzimatica levada a cabo pela enzima DNA polimerase, que
permite a replicacdo de uma cadeia simples de DNA obtendo multiplas copias da
mesma (Semagn et al, 2006). Permitiu o desenvolvimento de outras técnicas baseadas
nesta mesma metodologia, com uso de marcadores moleculares como RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism), SSR
(Simple Sequence Repeat), SNP (Single Nucleotide Polymorphism) e ISSR (Inter Simple
Sequence Repeat) (Agarwal et al, 2008). Na Tabela 2 estdo descritas as caracteristicas
deste tipo de marcadores, suas vantagens e desvantagens, estando também descrita outra
classe de marcadores, as isoenzimas e 0s RFLP (Restriction fragment-lenght

polymorphisms - marcadores baseados em técnicas de hibridizacdo).
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Tabela 2. Descricdo e comparacdo entre os principais marcadores moleculares, suas vantagens e

desvantagens.
Marcadores Carateristicas principais Vantagens Desvantagens Referéncias
moleculares
-Digestéo enzimética por vérias -Metodologia complexa,
endonucleases, criando fragmentos -Bastante polimérficos: demorada e de dificil execugao;
, distintos de DNA; i _Marcador co-dominante; -Implica trabalhar com -Agarwal et
RFLP’s -Poliformismos (|nsgr_gao e delecdo -Reprodutibilidade elevada; chr_]postos radioactivos e al. 2008
de apenas um nucleotido) detectados ' | toxicos; ' '
pela hibridizagdo com DNA -Requer grandes quantidades de
marcado; material genémico;
- Né&o distingue entre individuos
homo e heterzigoticos; -Agarwal et
-Amplificacédo diferencial do genoma | - N&o é necessario o -Os resultados dependem al, 2008:
RAPD’s usando sequéncias de conhecimento a priori do inteiramente das condigdes de
olignuclettidos pequenas (10pb); genoma a analisar; PCR, o que pode originar -Trindade,
diferentes resultados entre grupos | 2010.
de trabalho.
-Amplificacio de fragmentos - Metodologia facil e -Né&o reconhecimento entre
resull:t)antes%e di estégo enzimatica: rigorosa devido ao uso de individuos di- e polipléides,
- dlg ’ primers longo com melhor originando fragmentos ndo
R -Por sequenciacéo detectam-se 0s . , . -Bussel et
AFLP’s polimorfismos existentes na cadeia ancoragem ¢ maisaltas T°s espectados; al, 2005
nucleotidica modificando o sitio de ?%fgggge:;agzento, s':r |:rtregrﬁ)£gagao dos dados pode
ligagdo dos primers. poliformismos detectados; -Custos iniciais elevados;
-Marcador co-dominante; -Ocorréncia de mutacdes
-Distuicéo alta e aleatoria no resultantes do em arglhamento -Kumar et
-Repeti¢des de mono-, di-, tri-, tetra | genoma; dos primers: P al, 2009;
SSR’s ou pentanucle6tidos em genomas de | -Alta reprodutiilidade; -Pregenga dé artefactos
organismos eucariéticos; -Requer ba|~xas . provenientes de més reaccdes de -Kalia et al,
concentragles de DNA, 2011.
: PCR.
-Baixos custos.
-Altos rendimentos em
-Variagdes de um Unico nucleétido, metodologias de
maioritariamente, em regides néo- genotipagem; -Custos elevados: -Agarwal et
SNP’s codificantes do genoma; -Automatizacéo facil do ' al, 2008:
-Resultado de uma modificagdo de método usado;
um aa, alterando o fenétipo. -Construcéo de mapas
genéticos de alta-densidade.
-Multiplas formas moleculares de
uma enzima,tendo as mesmas Marcador co-dominante - Abundancia baixa e baixos
propriedades enzimaticas; . L niveis de poliformismo; -Trindade,
- - (diferenciagdo entre ~
-Diferem na composicéo de aa, individuos homo- e -Podem sofrer alteracdes nos 2010;
Isoenzimas | levando a alterag@es na sua carga e heterozig6ticos); processos pds-transcricionais;
estrutura, podendo ser detectados Metod ogl ogia féé;il e répida: -As condigdes ambientais podem | -Kumar et
variacoes alélicas devido as d pida, também execer um efeito al, 20009.

migrac0es distintas deste tipo de
enzimas por electroforese.

- Baixos custos.

negativo sobre as mesmas.

1.5.1 ISSR (Inter Simple Sequence Repeat)

No presente trabalho foram usados os ISSR, tendo sido descritos inicialmente

por Zietkiewicz (1994) no seu trabalho “Genome Fingerprinting by Simple Sequence

Repeat (SSR)-Anchored Polymerase Chain Reaction Amplification”, onde explica ndo

s6 o fundamento da técnica mas também a importancia que estes marcadores poderiam

vir a ter em varios estudos genéticos, como se veio a comprovar ao longo dos anos ap06s
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publicacio do mesmo (Bussel et al, 2005). E uma técnica baseada em PCR, no qual ha a
amplificagdo de um segmento de DNA entre duas regides idénticas de microssatélites
(SSR), orientadas em sentido oposto (Reddy et al, 2002). Os microssatélites, SSR, sdo
utilizados como primers e consistem em repetiches pequenas de conjuntos de
nucledtidos (1- 4), ndo ultrapassando as 16 a 25pb (pares de bases), podendo ser di-, tri-,
tetra- ou pentanucle6tidos. Este tamanho dos primers confere alta reprodutibilidade a
reaccdo, com a possibilidade subsequente do uso de temperatura de emparelhamento
mais altas (45°C a 60 °C) levando a um maior rigor nos resultados obtidos. Surgem para
superar limitacdes de outras técnicas, tais como os marcadores RAPD, AFLP e SSR’s,
pois tém baixa reprodutibilidade (RAPD), altos custos (AFLP) ou a zona flanqueada é
desconhecida (SSR). Por outro lado os ISSR combinam muitas vantagens dos
anteriores, sendo a alta reprodutibilidade um dos mais importantes (até 99%) (Reddy et
al, 2002; Trindade, 2010). Tém vindo a ser aplicados em diversas areas de investigacéo,
como na area da diversidade genética, estudos filogenéticos, mapas genéticos, biologia
evolutiva e melhoramento de espécies e cultivares. Podem ser primers ndo ancorados,
ou mais usualmente primers ancorados em 3’ ou 5’ (tendo estes de 1 a 4 bases
degeneradas na zona final das regifes flanqueadas) o que leva a amplificacdo de
produtos muito distintos. Os ndo ancorados, como emparelham de forma aleatdria no
DNA podem levar a formacdo de smear (bandas inespecificas no géis de electroforese).
Os primers ancorados em 3’ ¢ 5° emparelham em zonas especificas do DNA levando a
formacdo de bandas largas e de facil visualizacdo em electroforese (com ou sem 0 uso
de brometo de etidio), ou mesmo em geéis de poliacrilamida, ou deteccdo por
fluorescéncia em detectores automaticos (Bussel et al, 2005). Seguindo as regras da
hereditariedade Mendeliana, os ISSR sdo marcadores dominantes, nalguns casos
conseguindo ter alguma co-dominancia, distinguindo individuos homo e heterozigoticos
(Reddy et al, 2002).

Sendo um método simples, rapido e eficiente, a sintese dos primers pode ser
efectuada por qualquer investigador, tendo a possibilidade de modificar o comprimento
e o sitio de ancoragem do primer. Os produtos resultantes desta amplificacdo tém entre
200 a 2000 pb de tamanho, podendo a variabilidade e poliformismo deste tipo de
marcadores ser explicado pela conjucdo de varios factores inerentes a propria técnica
como a pureza do DNA molde, o tipo de primer usado (ancorado ou ndo) e ainda o
método de visualizacdo e resolucdo dos resultados (Reddy et al, 2002; Bussel et al,

2005). Apresenta também, assim como as restantes metodologias, varias limitacGes
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como a amplificacdo de regides ndo-homdlogas distorcendo as estimativas de
similaridade genética entre individuos, podendo também ocorrer emparelhamento entre
primers o que interferird com a reaccdo da polimerase (reduzindo o seu rendimento).
Uma das grandes vantagens dos ISSR em termos de perspectivas futuras é o facto de
assegurarem um melhor conhecimento das variedades de plantas pela sua eficiéncia
elevada na distincdo de germoplasma muito semelhante, devido ao uso dos
microssatélites que estdo ligados a regiGes codificantes e por isso regides ricas em
informacdo para os investigadores e académicos desta area de estudos (Reddy et al,
2002).

1.5.2 Marcadores moleculares no coentro
Segundo Trindade (2010), as caracteristicas morfologicas micro e macroscopicas

eram a base da analise sistemética e filogenética das plantas aromaticas, sendo
reconhecida na actualidade a importancia da quimiotaxonomia apesar de todas as
variaveis inerentes a producdo de compostos secundarios pelas plantas. As técnicas
moleculares vieram contribuir, juntamente com a quimiotaxonomia, para um melhor
entendimento das relagdes filogenéticas inter e intra-especificas. As maiores familias de
plantas aromaticas estudadas relacionando quimiotaxonomia e marcadores moleculares
sdo as Lamiaceae, Cupressaceae, Asteraceae e Apiaceae (da qual faz parte o coentro).
Tém sido muitos os estudos publicados com uso a marcadores moleculares em areas téo
distintas como o estudo da biogeografia dos mangueirais (Triest, 2008) até a estudo da
diversidade genética em populacbes de plantas invasoras (Ward & Jasieniuk, 2009) e
em populacbes de arvores de floresta com grande importdncia econémica de
conservacdo e exploracdo (Jump & Pefiuelas, 2007). Na familia Apiaceae existem
inimeros estudos com marcadores moleculares, tendo sido publicado por Gaudel et al
(2004) a diversidade genética existente entre individuos da espécie Erygium alpinum L.
(Apiaceae) comparando resultados entre os marcadores AFLP e microssatélites. Foram
também j& usados os microssatélites para o desenho de mapas genéticos e analise da
diversidade genética e distribuicdo gendmica em populacdes de cenouras (Apiaceae)
(Cavagnaro et al, 2011). Os marcadores moleculares ISSR foram ja usados por Fu Cet
al (2004) para aferir a variabilidade genética da espécie endémica da China Changium
smyrnioides (Apaiceae), e por Mendes et al (2009) no estudo da variabiliade genética da

espécie endémica do arquipélago dos Acores, Chaerophyllum azoricum, no estudo da
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caracterizacdo molecular de duas espécies endémicas portuguesas da familia das
Apiaceae, Angelica lignescences e Melanoselinum decipiens (Mendes et al, 2009). Mais
recentemente, Mendes et al (2011) descreveram a caracterizagdo molecular com o uso a
ISSR de Pittosporum undulatum.

A informacdo existente na actualidade sobre o coentro com recurso a marcadores
moleculares € muito escassa, havendo ainda menos estudos sobre a variabilidade
genética de coentro cultivado in vitro. Como j& foi dito nos itens anteriores,
Diederichsen (1996) ao servico do Instituto internacional dos recursos fitogenéticos fez
um estudo bastante amplo sobre todas as caracteristicas do coentro, incluindo a
diversidade genética, baseando-se principalmente em caracteristicas fenotipicas, que
ndo podem ser comparadas com os resultados obtidos através de metodologias usando
marcadores moleculares. Um trabalho semelhante a Diederichsen foi realizado por
Bhandary & Gupta (1991). Lopez et al (2008) caracterizaram a diversidade genética no
coentro em termos fenotipicos, bioquimicos e moleculares, onde usaram varias amostras
de plantas provenientes de varios paises (Afeganistdo, Canada, entre outros) e
estudaram a variacdo molecular usando 80 marcadores AFLP; obtiveram um

dendograma representativo das relagdes filogenéticas das amostras de coentro usadas.
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1.6 Objectivos
O presente trabalho teve como principais objectivos:

- Colocar em cultura e optimizar o meio de crescimento in vitro para a espécie
Coriandrum sativum;

- Seleccionar diferentes linhas, da populacdo crescida in vitro, com base no seu
fendtipo, apos o periodo de tempo em cultura;

- Caracterizar os compostos terpénicos presentes nos dleos essenciais extraidos
por hidrodestilacdo, em sementes de coentro, amostras obtidas in vivo (partes aéreas —
folhas e caules) e amostras obtidas in vitro (linhas seleccionadas previamente);

- Avaliar a actividade antioxidante dos extractos ndo terpénicos por métodos
quimicos e bioquimicos, em sementes de coentro, e amostras obtidas in vivo e in vitro;

- Caracterizar compostos antioxidantes lipofilicos (tocoferdis, carotendides e
clorofilas) e hidrofilicos (compostos fenolicos e agucares) presentes nas amostras de
Coriandrum sativum;

- Determinar, utilizando os marcadores moleculares ISSR (Inter sequence simple

repeat), eventuais variacdes genéticas presentes nas amostras obtidas in vivo e in vitro.

A caracterizagdo dos compostos terpénicos foi realizada por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS). O potencial antioxidante das
amostras em estudo foi avaliado por quatro métodos distintos: actividade captadora de
radiais DPPH, poder redutor, inibicdo da descoloracdo do B-caroteno e inibicdo da
peroxidacdo lipidica. Os tocoferois foram avaliados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) acoplada a um detector de fluorescéncia. Os acUcares foram
avaliados também por HPLC acoplada a um detector de indice de refrac¢do (RID). Os
acidos fenolicos, flavonodides e antocianinas foram analisados e quntificados por
HPLC-DAD-ESI/MS. As variacbes genéticas presentes nas amostras foram

determinadas usando uma matriz binaria gerada pelo coeficiente de Dice.
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2. Material e Métodos

2.1 Reagentes e padroes
Os reagentes utilizados na cultura in vitro foram obtidos em diferentes casas

comerciais: solucdo de hipoclorito de sodio (lixivia) sem detergente (), Tween 80
(Merck), sacarose (Fisher Scientific, RU), IBA (Merck, Alemanha) e BAP (Fluka
chemic, Suica). Os solventes acetonitrilo 99,9%, n-hexano 95% e acetato de etilo 99,8%
eram de grau HPLC e foram obtidos na Lab-Scan (Lisboa, Portugal). Os padrdes acido
ascorbico, tocoferdis (o, B, v, 8) acucares (D(-)-frutose, D(+)-glucose anidra, D(+)-
rafinose penta-hidratada, D(+)-sacarose, D(+)-trealose), Trolox (&cido 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico), acido clorogénico, quercetina e malvidina 3-
glucésido foram adquiridos na Sigma (St. Louis, MO). O tocol racémico, 50 mg/ml, foi
adquirido na Matreya (Chalfont, PA). O 2,2-difenil-1-picrilidrazil (DPPH) foi obtido na
Alfa Aesar (Ward Hill, MA). Na cromatografia gasosa e espectrometria de massa foram
usados ar (Alphagaz 1 B50), azoto (Alphagaz 1 B50), pentano (Riedle P.A.), hidrogenio
(Alphagaz 1 B50) e hélio (Alphagaz 1 B50). Cloroférmio (Chemlab, Analyt), alcool
isoamilico (Merck, p.a.) e B-mercaptoetanol (CalBiochem, grau Biologia Molecular),
foram usados para a extraccdo de DNA.A agua bi-destilada foi tratada num sistema de
purificacdo Water Pro (Labconco). A agua ultra-pura, usada no isolamento dos volateis
e no estudo da actividade antioxidante, foi tratada num sistema de purificacdo de dgua
Milli-Q (Pure Water Systems, Brea, CA).

2.2 Cultura in vitro

2.2.1 Esterilizacdo das sementes e inoculacao
Sementes de coentro, provenientes de um lote comercial, foram esterilizadas

numa solucdo de hipoclorito de sédio contendo Tween 20 numa razdo de 2 gotas para
10 ml de hipoclorito de sddio, e agitadas durante 10 min. Depois de filtradas e lavadas
com agua destilada estéril, as sementes foram tratadas com uma solucdo de Etanol
(70%) durante 5 min sendo novamente lavadas com agua destilada estéril, e secas sobre

um papel de filtro estéril. As sementes foram entdo inoculadas em meio de germinacao

Caracterizacdo quimica e molecular de Coriandrum sativum in vivo e in vitro 39



O i INSTITUTO POLITECNICO
W= DE BRAGANCA Material e Métodos

basico com 0,9% de &gar e agua da torneira, onde metade das sementes foram colocadas
no escuro e as restantes expostas a luz durante uma semana, tendo-se procedido ao

calculo da taxa de germinac&o e viabilidade das sementes.

2.2.2 Condicdes de cultura in vitro
As plantulas crescidas ap6s germinacdo das sementes foram transferidas para

meio modificado de Murashige & Skoog (MS) (1962) (Anexo Al) com metade dos
micronutrientes, 2% de sacarose, 0,1mg/l IBA (&cido indolbutirico) e 0,1mg/l BAP
(benzilaminopurina). O pH do meio MS foi ajustado para 5,5 antes de autoclavagem,
sendo que as repicagens ocorreram numa camara de fluxo laminar horizontal (Hareus,
HERAguard). As condi¢Ges de crescimento na sala de cultura, onde o material
inoculado foi colocado foram: Temperatura mimina (Tmin) de [16-19]°C, Temperatura
maxima (Tmax) [23-26]°C, fotoperidédo de 16h/8h (luz/escuro) fornecido por lampadas
Silvana day light (Phillips).

Decorridas cinco semanas, os rebentos foram separados e inoculados em meio
MS completo (Anexo Al) com 0,1mg/l IBA e 0,1mg/l BAP, pH 5,5. Foram mantidos
sobre as mesmas condigdes de cultura referidas acima e a cada quatro semanas houve
nova subcultura, retirando as folhas e caules para estudos posteriores, sendo pesadas,

armazenadas e congeladas a -20 °C.

2.2.3 Diferenciacéo das linhas e taxa de crescimento
Apos seis semanas em cultura, diferenciaram-se duas linhas em relacdo a sua

pigmentacdo nas folhas e caules. A linha A mostrava uma notoria pigmentacédo
arroxeada, por outro lado a linha B mostrava as folhas e caules verdes. A medida que
estas linhas mostraram estabilidade fenotipica, iniciaram-se os ensaios de avaliacdo da
taxa de crescimento das mesmas. Durante quatro semanas a massa fresca (fw) e massa
seca (dw) foram registadas. A massa seca foi avaliada apds 36h a 60°C (Estufa
Memmert).

O namero de meristemas por planta em cada subcultura foi também registado,
para determinar a taxa de multiplicacdo de cada linha. A Taxa Relativa de Crescimento
(RGR) (Coelho, 1999) foi calculada a partir da seguinte equacdo: [(1/dwl) x (dwf-
dw1l)/n° dias de crescimento], sendo dwl= massa seca na 12 semana e dwf = massa seca

na 42 semana.
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2.3 Estudo dos volateis

2.3.1 Isolamento dos volateis
Os volateis foram extraidos a partir de amostras obtidas in vivo (partes aéreas e

sementes, Figura 15) e amostras obtidas in vitro (Linha A e Linha B). A metodologia de
extraccdo foi através de hidrodestilagdo por 3h usando um equipamento do tipo
Clevenger de acordo com o método da Farmacopeia Europeia (Council of Europe,
(2007). O isolamento procedeu-se a uma velocidade relativa de destilagdo de 3ml/min.
As fraccBes volateis foram armazenadas e congeladas a -20°C ao escuro, para posterior

anélise.

Figura 15. Plantas in vivo de Coriandrum sativum. A — Partes aéreas; B - Sementes.

2.3.2 Cromatografia Gasosa
Os volateis isolados foram analisados usando um cromatografo Perkin Elmer

Autosystem XL (Perkin Elmer, Shelton, CT) equipado com dois detectores de chama
(FID), sistema de tratamento dos dados e um injector de vaporizacdo no qual foram
instaladas duas colunas de diferente polaridade:

- DB-1 de silica fundida, de fase imobilizada em metilsilicone (30 m x 0,25 mm
d.i.espessura de filme 0,25 um; J & W Scientific Inc.);

- DB-17HT de fase imobilizada em fenilmetilsilicone (30 m x 0,25 mm d.i.,
espessura de filme de 0,15 um; J & W Scientific Inc.).
A temperatura do forno foi programada de 45°C a 175°C, com incrementos de 3°C/min,
e subsequentemente a 15°C/min até 300°C. Atingidos os 300°C a temperatura foi
mantida durante 10 min. As temperaturas do injector e dos detectores foram

programadas para 280°C e 300°C, respectivamente. Foram injectados volumes de
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amostras na ordem dos 0.1 ul. O hidrogénio foi utilizado como gés de arrastamento,
ajustado para uma velocidade linear de 30cm/s e utilizada uma relagédo de reparticdo de
fluxo 1:50. A composicdo percentual dos 6leos foi determinada pela integracdo das
areas dos picos sem utilizacdo de factores de correcgdo. Os valores apresentados

correspondem ao valor médio de duas injeccoes.

2.3.3 Cromatografia Gasosa e Espectrometria de Massa
Nas andlises de Cromatografia Gasosa/Espectrometria de Massa (GC-MS)

utilizou-se um cromatdgrafo Perkin Elmer Autosystem XL, equipado com uma coluna
de silica fundida DB-1 (30 m x 0,25 mm d.i., espessura de filme 0,25 um; J & W
Scientific Inc.) ligado a um espectrometro de massa Perkin Elmer Turbomass (verséo do
software 4.1). A temperatura do forno foi programada como descrito na secc¢do anterior.
O injector foi programado para uma temperatura de 300°C, a linha de transferéncia para
280°C e a camara de ionizacdo para os 220°C. Foi utilizado o hélio como gas de
arrastamento, ajustado para uma velocidade linear de 30cm/s. As amostras foram
injectadas com uma reparticdo de fluxo de 1:40, foi utilizada uma energia de ionizacédo
de 70 eV, a corrente de ionizacdo de 60 pA e uma gama de massas, 40-300 u. O tempo
de varrimento foi de 1 s, sendo injectados volumes da ordem de 0,1 ul. A identidade dos
compostos foi determinada por comparacdo dos seus indices de retencdo, relativos ao
Cy-Cy1 n-alcanos, e espectros de massa, com os padrdes comerciais e compostos de
referéncia presentes em dleos existentes no laboratorio e por comparacdo com uma

biblioteca de espectros de massa desenvolvida no laboratorio.

2.4 Potencial antioxidante

2.4.1 Material vegetal e sua preparacao
Para a analise dos antioxidantes lipofilicos, hidrofilicos e avaliacdo da actividade

antioxidante utilizaram-se partes aéreas (folhas e caules) e sementes de coentro obtidas
in vivo (Figura 15), e amostras de partes aéreas obtidas por cultura in vitro (Linha A e
Linha B). Todas as amostras foram liofilizadas e reduzidas a p6 (~20 mesh), antes das

anélises.
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2.4.2 Antioxidantes lipofilicos
2.4.2.1 Tocoferois
O contetdo em tocoferdis foi determinado a partir de uma metodologia

implementada no laboratério de Quimica e Bioquimica Aplicada (Guimardes et al,
2010), usando tocol como padrdo interno. Uma solucdo de BHT (2,6-di-terc-butil-4-
metilfenol) em n-hexano (10 mg/ml; 100 ul) e de padrao interno (PI) também em n-
hexano (tocol; 2,0 pg/ml; 250 pl) foram adicionados as amostras a analisar antes da
extraccdo. As amostras (500 mg) foram homogeneizadas com 4 ml de metanol num
vortex durante 1 min. De seguida, adicionaram-se 4 ml de n-hexano e voltou-se a
homogeneizar no vortex (1 min). Foram adicionados 2 ml de uma solucdo aquosa
concentrada de NaCl e levou-se mais 1 min ao vortex. Centrifugou-se a mistura durante
5 min a 4000g e aproveitou-se o sobrenadante. As amostras foram re-extraidas duas
vezes com n-hexano. Os extractos combinados foram secos numa corrente de azoto, re-
dissolvidos em 2 ml de n-hexano e desidratados com sulfato de sddio anidro. Apos
filtragao por um filtro de 0,22 pum, os extractos foram injectados e analisados. O sistema
de HPLC utilizado consistiu num sistema integrado com uma bomba Smartline 1000
(Knauer, Berlim, Alemanha), um desgaseificador (Smartline 5000), um amostrador
automatico AS-2057 e um detector UV a 295 nm (Knauer) ligado em série a um
detector de fluorescéncia FP-2020 (Jasco, Easton, Maryland, EUA) programado para
comprimentos de onda de excitagdo de 290 nm e emissdo de 330 nm. Os resultados
obtidos foram analisados recorrendo ao “software” Clarity 2.4 (DataApex). A separagao
cromatografica foi feita numa coluna de poliamida Il (250 x 4,6 mm) de fase normal
(YMC Water, Dinslaken, Alemanha) a operar a 30°C (forno 7971 R Grace). A fase
movel utilizada constituiu uma mistura de n-hexano e acetato de etilo (70:30, v/v) com
fluxo de 1 ml/min e o volume de injecgao foi de 20 upl. Os compostos foram
identificados através de comparacdo cromatografica com padrdes comerciais. A
quantificacdo foi baseada na resposta do sinal fluorescente, utilizando o método do
padrdo interno. A quantidade de tocoferodis presente nas amostras foi expressa em mg

por 100 g de massa seca (dw).

2.4.2.2 Carotenoides e clorofilas
B-Caroteno, licopeno, clorofilas a e b foram determinadas segundo o

procedimento implementado no Laboratério de Quimica e Bioquimica Aplicada
(Martins et al, 2011), medindo a abosorvancia a 453, 505, 645 e 663 nm
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(espectofotometro AnalytikJena, Jena, Alemanha). A 500 mg de amostra liofilizada
adicionaram-se 10 ml de acetona/hexano (4:6 v/v) agitando-se no vortex (1 min).
Filtrou-se através de papel de filtro e mediu-se a absorvancia. A quantificagéo foi feita de
acordo com as seguintes equacdes: B-caroteno (mg/100 ml) = 0.216 x Agsz — 1.220 x Agss -
0.304 x Agps + 0.452 x Ayss; Licopeno (mg/100 ml) = — 0.0458 x Aggz + 0.204 x Agss - 0.304 x
Asos + 0.452 x Ayss; Clorofila a (mg/100 ml) = 0.999 x Ags - 0.0989 x Aggs; Clorofila b
(mg/100 ml) = - 0.328 x Agsz + 1.77 x Aws, € posteriormente expressos em mg por 100 g de

massa seca.

2.4.3 Antioxidantes hidrofilicos
2.4.3.1 Acucares
O contetdo em agUcares livres foi determinado por HPLC acoplado a um

detector de indice de refracdo (RID), de acordo com o procedimento implementado no
Laboratorio de Quimica e Bioquimica Aplicada (Guimaraes et al, 2010), utilizando
melezitose como padrdo interno (PI, 25 mg/ml). A amostra liofilizada (1 g) foi
enriquecida com o PI e extraida com 40 ml de etanol a 80% durante 1h30min a 80 °C. A
suspensdo resultante foi centrifugada (centrifuga refrigerada Centorion K240R-2003) a
15.000g durante 10 min. O sobrenadante foi concentrado sob pressdo reduzida; os
vestigios de lipidos foram removidos em trés lavagens sucessivas com 10 ml de éter
etilico. Apos a concentracdo a 40°C, os residuos solidos foram dissolvidos em agua para
um volume final de 5 ml.

Os agucares foram determinados por HPLC num sistema integrado com uma
bomba (Knauer, sistema Smartline 1000), um desgaseificador (Smartline 5000), um
amostrador automatico (AS-2057 Jasco) e um RID (Knauer Smartline 2300). Os dados
foram analisados usando Clarity 2.4 Software (DataApex). A separacdo cromatogréafica
foi conseguida com uma coluna 100-5 NH, Eurospher (4,6 x 250 mm, 5 mm, Knauer)
operando a 30°C (forno Grace 7971 R). A fase movel foi acetonitrilo/agua desionizada,
70:30 (v/v) com um caudal de 1 ml/min. A identificacdo dos acucares foi feita
comparando os tempos de retencéo relativos dos picos das amostras com padrdes e 0s

resultados foram expressos em g por 100 g de massa seca.
2.4.3.2 Acido ascorbico

A determinacdo de 4&cido ascorbico foi realizada utilizando o método

implementado no Laboratdrio de Quimica e Bioquimica Aplicada (Martins et al, 2011),
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com 2,6-dicloroindofenol, medindo-se a absorvancia a 515 nm. A extraccdo foi feita
com &cido metafosférico a 1%, tendo-se adicionado 10 ml do mesmo a 500 mg de
amostra liofilizada. A mistura permaneceu sob agitagdo magnética (45 min) a
temperatura ambiente e foi, por fim, filtrada usando filtros Whatman n.° 4. A 0.5 ml de
filtrado foram adicionados 4,5 ml de 2,6-dicloroindofenol, agitou-se no vértex e deixou-
se repousar (15 min) para posteriormente, ler a absorvancia no espectrofotdémetro acima
referido. A concentragdo de acido ascérbico foi calculada com base na curva de
calibracéo de 4cido L-ascdrbico (6x10°-0.1 mg/ml), e os resultados foram expressos em

mg de acido ascorbico por 100 g de massa seca.

2.4.3.3 Grupos de compostos fendlicos
A extraccdo da amostra liofilizada (~1 g) foi feita com metanol (50 ml) a 25°C,

sob agitacdo magnética a 150 rpm durante 1 hora sendo posteriormente filtrada através
de papel de filtro Whatman n.° 4. Os residuos foram re-extraidos com um volume
adicional de 50 ml de metanol e filtrou-se novamente. Os extractos metandlicos foram
levados a secura num evaporador rotativo (Buchi R-210, Flawil, Suica) a pressao
reduzida, re-dissolvidos em metanol numa concentragdo de 40 mg/ml, utilizada
posteriormente para preparar solucdes do extracto em diferentes concentracGes. Todas
as solucdes foram armazenadas a 4°C até a andlise dos grupos compostos fendlicos e
avaliacdo da actividade antioxidante.

Para o célculo das concentracfes dos grupos de compostos fendlicos existentes,
misturou-se a solucdo de extracto 0,625 mg/ml (250 ul) com HCI 0,1% em etanol 95%
(250pl) e HCI 2% (4425 ul). Apos 15 min, a absorvancia foi medida a 280, 320, 360 e
520 nm. As absorvancias obtidas a estes quatro comprimentos de onda diferentes foram
utilizadas para estimar, respectivamente, o teor de fendis totais, flavonois e antocianinas
(Abidi, 2000). Para a construcao das rectas de calibracdo utilizou-se acido clorogénico
(0.2-3.2 mM) sendo os resultados dos fendis expressos em mg equivalentes de acido
clorogénico (CAE) por grama de extracto, quercetina (0,2-3,2 mM) sendo os resultados
dos flavondis expressos em mg equivalentes de quercetina (QE) por grama de extracto,
malvidina 3-glucésido (0,1-2,3 mM) sendo os resultados de antocianinas expressos em

mg equivalentes de malvidina 3-glicésido (ME) por grama de extracto.
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2.4.4 Ensaios de avaliacdo da actividade antioxidante

2.4.4.1 Actividade captadora de radiais DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazilo)

Esta metodologia foi realizada recorrendo a um Leitor de Microplacas ELX800
(Biotek Instruments, Inc., Winooski, VT). A mistura de reacgdo usada consistia em 30
pl de cada uma das solugdes do extracto (0,125-1 mg/ml) e uma solugdo metandlica
(80:20 v/v, 270pl) contendo radicais DPPH (6x10° mol/l). A mistura foi mantida no
escuro durante 60 min. A reducdo do radical DPPH foi determinada medindo a
absorvancia a 515 nm. O efeito captador de radicais livres (RSA) foi calculado como
uma percentagem da descoloragdo do DPPH usando a seguinte equagdo: % RSA=
[(Apppu-As)/Apppn] X 100, onde As é a absorvancia da mistura quando a amostra de
extracto foi adicionada e Apppr € a absorvéncia da solucédo de DPPH.

A concentracdo de extracto que fornece 50% de RSA foi calculada a partir do
gréfico da percentagem de RSA em fungdo da concentracdo de extracto. O composto
usado como padréo foi o Trolox.

2.4.4.2 Poder redutor
Esta metodologia foi realizada usando o Leitor de Microplacas descrito acima.

Misturou-se cada uma das diferentes solugcdes de extracto (0,3125-10 mg/ml) (0.5ml)
com tampao de fosfato de sddio (200 mmol/l, pH 6,6, 0,5 ml) e ferricianeto de potassio
(1% m/v, 0,5ml). A mistura foi incubada a 50°C durante 20 min, apds os quais se
adicionou acido tricloroacético (10% m/v, 0,5 ml). Um volume de 0,8 ml da mistura foi
entdo colocado nos pogos da microplaca, juntamente com 0.8 ml de 4gua desionizada e
0,16 ml de cloreto de ferro (0.1% m/v). A absorvancia foi medida a 690 nm.

A concentracdo de extracto que fornece 0,5 de absorvancia (ECsp) foi calculada
a partir do grafico da absorvancia a 690nm em funcdo da concentracdo de extracto. O

composto usado como padrdo foi o Trolox.

2.4.4.3 Inibicdo da descoloracgéo do p-caroteno
Preparou-se uma solugdo de B-caroteno dissolvendo 2 mg deste composto em

100 ml de cloroférmio. Pipetaram-se 2 ml desta solucdo para um baldo de fundo
redondo e procedeu-se a remocao do cloroférmio a pressdo reduzida. Posteriormente,

foram adicionados 40 mg de acido linoleico, 400 mg do emulsificador Tween 80 e 100
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ml de &gua destilada, agitando-se vigorosamente. Desta emulsdo, foram transferidas
aliquotas de 4,8 ml para tubos de ensaio contendo 0,2 ml de extracto em diferentes
concentragdes (0,3125-10 mg/ml). Imediatamente apés esta adicdo, a absorvancia da
mistura foi determinada a 470 nm, de modo a obter a medig@o do tempo inicial (To). De
seguida, os tubos de ensaio foram colocados sob agitacdo num banho a 50°C durante 2h,
ap6s as quais foram novamente medidos os valores de absorvancia ao mesmo
comprimento de onda. A inibicdo da descoloracdo do [-caroteno foi calculada
utilizando a seguinte equacdo: [(Abss7o apds 2h/Abs,7o inicial) x 100]. A concentracdo
de extracto que providenciou uma actividade antioxidante de 50% (ECs) foi calculdada
a partir do gréfico da % da inibicdo de descoloracdo do [B-caroteno em fungdo da

concentracdo de extracto, sendo o Trolox usado como padréo.

2.4.4.4 Inibicao da peroxidacao lipidica pelo ensaio TBARS (espeécies
reactivas do &cido tiobarbiturico)

Neste método de determinacédo da inibicdo da peroxidacédo lipidica foi utilizado
tecido cerebral de porco (Sus scrofa). O tecido foi dissecado e homogeneizado em gelo
com tampéo tris-HCI (20 mM, pH 7,4) numa proporc¢éo 1:2 (w/v). A mistura foi agitada
e centrifugada a 3000g durante 10 min. Adicionou-se a cada uma das diferentes
solugdes de extracto (0,3125-10 mg/ml; 200 ul), acido ascorbico (100 ul), sulfato de
ferro (100 ul) e sobrenadante do homogeneizado cerebral (100 pl), e incubou-se durante
1 hora a 37,5°C. Adicionou-se entdo, acido tricloroacético (28% w/v; 500ul) com o
objectivo de interromper a reacgédo, e TBA (2%, w/v; 380 ul), colocando-se novamente
a incubar a 80°C durante 20 min. Centrifugou-se a 3000 rpm durante 5 min com o
intuito de remover as proteinas precipitadas, e leu-se a intensidade da cor do complexo
malonaldeido (MDA)-TBA do sobrenadante a 532 nm. A percentagem de inibicdo da
peroxidacdo lipidica (%) foi calculada utilizando a seguinte formula: [(A - B)/A] x
100%, onde A e B eram a absorvancia do controlo e da solugdo com o extracto,
respectivamente. A concentracdo de extracto que fornece 50% de inibicdo da
peroxidacao lipidica (ECso) foi calculada a partir do gréfico da percentagem de inibicéo
da formacdo de TBARS em funcdo da concentracdo de extracto, tendo sido usado o

Trolox como padréo.
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2.4.5 Analise de acidos fendlicos e flavonoides
2.4.5.1. Extraccao
Adicionou-se & amostra liofilizada (1 g) 30 ml de metanol:4gua 80:20 (v/v) e

agitou-se a temperatura ambiente, a 150 rpm, durante 1h. Filtrou-se através de papel
Whatman n° 4 e re-extraiu-se o residuo mais duas vezes com 30 ml de metanol:agua
80:20 (v/v). Os filtrados foram evaporados até remocdo completa do metanol. A fase
aquosa foi, entdo, liofilizada e re-dissolvida em de metanol aquoso (20%) a 5 mg/ml e,

posteriormente, filtrada através de discos descartaveis LC de 0,22-um.

2.4.5.2 Analise por HPLC-DAD-ESI/MS
Os extractos foram analisados usando um cromatégrafo Hewlett-Packard 1100

(Agilent Technologies) com uma bomba quaternaria e um detector de diodos (DAD)
acoplado com uma estagdo de processamento de dados HP Chem Station (rev. A.05.04).
Utilizou-se uma coluna Waters Spherisorb S3 ODS-2 C8, 3 um (4,6 mm x 150 mm)
termostatizada a 35°C. A fase movel foi (A) 0,1% de acido formico em agua, (B)
acetonitrilo. O gradiente de eluicdo estabelecido foi de 10% B a 15% B até 5 min, 15-
25% B mais 5 min, 25-35% B mais 10 min, isocratico 50% B mais 10 min e
reequilibracdo da coluna; usou-se uma taxa de fluxo de 0.5 ml/min. Realizou-se uma
detecdo dupla online nm DAD a 280 nm e 370 nm como comprimentos de onda
preferenciais e no espetrometro de massa (MS) ligado ao sistema de HPLC.

A deteccdo MS foi realizada num APl 3200 Qtrap (Applied Biosystems,
Darmstadt, Alemanha) equipado com uma fonte ESI num analisador de massa de
armadilha de ido-quadrupolo tripla, controlada pelo software Analyst 5.1.Usou-se ar de
grau zero (30 psi) como gas de nebulizacdo e gas turbo para secagem do solvente (400
°C, 40 psi). O azoto serviu como cortina (20 psi) e gas de colisdo (médio). A tensdo de
spray dos ides foi definida a -4500V em modo negativo. O detector MS foi programado
para executar, em série, dois modos consecutivos: incrementar a analise do MS (EMS) e
do ido produto (EPI). O sistema EMS foi utilizado para mostrar espectros de varrimento
completo, para dar uma visdo geral a todos os ides ha amostra. As configuracfes usadas
foram: potencial de ndo-cluster (DP) -45V, potencial de entrada (EP) -6V, energia de
colisdo (CE) -10V. Os espectros foram gravados em modo de ido negativo entre m/z
100 e 1000. O modo EPI foi executado, posteriormente, de modo a obter os padrdes de
fragmentacdo dos ides obtidos da experiéncia anterior, usando 0s seguintes parametros:
DP -50 V, EP -6 V, CE -25V e espalhamento da energia de coliséo (CES) 0 V.
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Os compostos fenolicos presentes nas amostras foram caracterizados de acordo
com o seu espectro UV e de massa, e tempo de retengdo em comparagdo com padrdes,
quando disponiveis. Para analise quantitativa, obtiveram-se as curvas de calibragdo por
injecdo de solucdes-padrdo com concentragbes conhecidas (2,5-100 ug/ml): 6-C-
glucésido de apigenina (y=246,05x-309,66; R°=0,9994); acido cafeico (y=617,91x-
691,51; R?=0,9991); 4cido clorogénico (y=600,27x-763,62; R?=0,9998): 4cido cinamico
(y=1020,8x-775,68; R?=0,9944): 4cido p-cumarico (y=447,12x-1580,7; R?*=0,9962);
4cido fertlico (y=779,11x-869,22; R?=0,9987); 3-O-glucésido de isoramnetina
(y=262,31x-9,8958; R?=1); 3-O-rutindsido de canferol (y=175,02x-43,877; R?*=0,9999);
6-C-glucésido de luteolina (y=365,93x-17,836; R®=0,9997); 3-O-glucésido de
quercetina (y=316,48x-2,9142; R*=1) e 3-O-rutinésido de quercetina (y=222,79x-

243,11; R?=0,9998). Os resultados foram expressos em mg por Kg de massa seca.

2.4.6 Analise de antocianinas
2.4.6.1 Extraccéo
A amostra liofilizada (1 g) foi extraida com 30 ml de metanol contendo TFA

0,5% e filtrada através de papel Whatman n°4. O residuo foi entdo re-extraido duas
vezes com 30 ml de TFA 0,5% em metanol. Os filtrados foram evaporados para
remocdo do etanol e re-dissolvidos em agua. Para purificacdo, fez-se passar a solucao de
extracto num cartucho C-18 SepPak® Vac 3 cc (Phenomenex), previamente activado
com metanol e, posteriormente, agua; 0s acucares e as substancias mais polares foram
removidos passando 15 ml de adgua e os pigmentos antocianos foram eluidos com 5 ml
de metanol/agua (80:20, v/v) contendo 0,1% de TFA. O extracto metanolico foi
concentrado sob vacuo, liofilizado, re-dissolvido em 1 ml de metanol aquoso 20% e,

depois, filtrado através de discos LC descartaveis 0,22-um.

2.4.6.2. Analise por HPLC-DAD-ESI/MS
Os extractos foram analisados através do sistema de HPLC descrito

anteriormente, de acordo com o procedimento descrito por Garcia-Marino et al (2010).
A separacdo foi conseguida numa coluna C18 da AQUA® (Phenomenex) de fase
reversa (5 um, 150 mm x 4,6 mm i.d) termostatizada a 35°C. Os solventes usados
foram: (A) 0,1% TFA em é&gua e (B) 100% acetonitrilo. O gradiente usado foi:

isocratico 10% B até 3 min, 10 a 15% B mais 12 min, isocratico 15% B mais 5 min, 15
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a 18% B mais 5 min, 18 a 30% B mais 20 min e 30 a 35% mais 5 min, a uma taxa de
0.5 ml/min. A deteccdo foi realizada através do DAD, usando 520 nm como
comprimento de onde preferencial, e do equipamento de MS ja descrito anteriormente.
Usou-se ar de grau zero como gas nebulizador (40 psi) e gas turbo (600°C) para
secagem do solvente (50 psi). O azoto serviu como cortina (100 psi) e gas de colisdo
(alto). A energia de spray dos ides foi fixada nos 5000V em modo positivo. Os métodos
EMS e ESI foram usados para aquisicdo de espectros de alta resolucdo e padrdes de
fragmentacdo dos ides percursores, respectivamente. Os parametros definidos para o
modo EMS foram: potencial de ndo-cluster (DP) 41 V, potencial de entrada (EP) 7.5 V,
energia de colisdo (CE) 10 V, e os parametros para o modo EPI foram: DP 41V, EP 7.5
V, CE 10 V e espalhamento da energia de colisdo (CES) 0 V.

As antocianinas presentes nas amostras foram caracterizadas de acordo com o
seu espectro UV e de massa, e tempo de retencdo por comparagdo com padrdes, quando
disponiveis. Para analise quantitativa, obtiveram-se as curvas de calibracdo por injecédo
de solugdes-padrdo com concentragfes conhecidas (50-0,25 pg/ml): 3-O-glucosido de
cianidina (y=63027x-153,83; R?=0,9995), 3-O-glucésido de malvidina (y=477014x—
38,376; R*=0,9991) e 3-O-glucésido de peonidina (y=537017x-71,469; R>=0,9997). Os

resultados foram expressos em pg por Kg de massa seca.

2.5 Amplificacédo por ISSRs

2.5.1 Material vegetal
Para a diferenciacdo molecular foram usadas duas linhas distintas cultivadas in

vitro: linha A com coloracdo purpura nas suas folhas e caules e linha B apresentando
uma cor verde. Dentro de cada linha foram identificados sete individuos com base em
diferentes caracteristicas fenotipicas descritas por Diederichsen (1996), estando
referidas na Tabela 3. Foram usadas as partes aéreas de coentro comercial como
controlo externo. Em cada amplificacdo por ISSR foi realizado um controlo negativo.
Os caules e folha das amostras em estudos foram congeladas a -80°C antes de se

proceder a extraccdao de DNA.
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Tabela 3. Caracteristicas fenotipicas identificadas nas linhas de Coriandrum Sativum.

Material e Métodos

Caracteristicas

Linha A

Linha B

fenotipicas

Al

A2

A3

A4 A5 A6

AT

Bl

B2

B3

B4 B5

B6

B7

Folhas grandes
expandidas

Folhas pequenas n&o
expandidas

Tamanho do eixo de
insercao dos foliolos

>1.5cm X X X X X X
<1.5cm X X X X X X X

Tamanho dos peciolos

>4 cm X X X X X
<4cm X X X X X X X X

2.5.2 Extracgdo de DNA
O DNA total dos quinze individuos foi extraido dos caules e folhas usando o kit

de extracgdo HP Plant DNA Kit (EZNA) da Omega presente no Anexo A2.

2.5.3 Amplificagéo por ISSR

As reaccdes de PCR ocorreram em misturas de 15 pl, contendo agua destilada,
5X de tampdo de reaccdo da enzima, 25 mM de MgCl,, 10 mM de dNTP’s, 10 pg/ul de
BSA, 25 pmol/ul de primer, 1U de Tag polimerase (Promega) e 10 ng de DNA
purificado. Foi sempre realizado um controlo negativo, contendo todos os componentes
da reaccdo excepto o DNA molde.

As amplificagbes de DNA ocorreram num termociclador (Tgradient) da
Biometra, e foram testados 25 primers (Anexo A3), sendo seleccionados somente 15
por apresentarem boa amplificacdo para todos os individuos cultivados in vitro e
também para a amostra de coentros comerciais.

Para os primers 807, 823, 825, 836, 840, 841, 857, 858, 880, 899 e 900 (Anexo
A3), foi usada uma temperatura de desnaturacéo de 94°C durante 3 min, seguindo-se um
gradiente de 11 ciclos de 1 min a 94°C, 45 s com temperatura descendente de 52 até
47°C e 2 min a 72°C. Os 29 ciclos finais tiveram uma temperatura de emparelhamento
de 47°C, concluindo-se a extensao final durante 7 min a 72°C. Para os primers 827, 834
e 835 (Anexo A3) foi usada uma temperatura de desnaturacdo de 94°C durante 3 min,
seguida por 40 ciclos de 1 min a 94°C, 45 s a 46,5°C e 2 min a 72°C, e uma extenséo
final de 72°C durante 7 minutos. Para o primer 903 (Anexo A3) a programagcdo do PCR
foi semelhante, com temperatura de emparelhamento de 52,5°C.

Os fragmentos resultantes da amplificacdo por PCR foram separados por electroforese,

em gel de agarose a 2%, em tampdo TE 1x. Como corante usou-se RedSafe™ (Intron
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Biotech), sendo usado o marcador GeneRuler™ DNA Ladder Mix (Fermentas). A
electroforese foi realizada a 70V durante 3h, visualizando-se sob luz UV, com o
equipamento de aquisicdo de imagem GeneFlash (Syngene). Nos pogos do gel foi
colocada a mistura completa (15 ul) da amostras de DNA e controlo negativo e 5 pl de

marcador de massa moleculares em cada extremo do gel.

2.6 Anélise estatistica
Para a determinacgéo da taxa de crescimento das Linhas A e B submeteram-se o0s

resultados a uma analise de variancia (ANOVA). No estudo da actividade antioxidante e
determinacdo da concentracdo de antioxidantes hidrofilicos e lipofilicos nas amostras
obtidas in vivo e in vitro, foram realizados ensaios em triplicado. Para cada amostra,
foram utilizados trés exemplares e todos os ensaios foram realizados em triplicado. Os
resultados foram expressos como valor médio e desvios-padrdo (SD) e submetidos a
uma andlise de variancia seguida do teste HSD Tukey’s com a = 0,05. Este tratamento
foi realizado com o software SPSS v. 16.0 Usando uma anélise de variancia simples
(One-Way ANOVA) pois permite aferir diferencas entre as varias amostras para duas
ou mais variaveis (Pereira, 1999). Por esta raz&do o erro associado (o) pode-Se propagar a
todos os resultados pelo que se procedeu a um teste de comparacdo multipla de médias,
teste de Tukey, onde se obteve um a =0.05, o que significa que a probabilidade dos
resultados ndo serem fidveis € muito baixa. A classificacdo dos resultados obtidos na
One-Way ANOVA foi realizada usando letras, no qual diferentes letras indicam
diferencas significativas entre amostras, estando ordenadas alfabeticamente consoante
as diferencas existentes entre 0s mesmos.

Os géis foram analisados usando o software da GeneTools (Syngene), tendo sido usado
o marcador como referéncia para inferir as dimensdes das bandas obtidas na
amplificacdo. Dos fragmentos obtidos, sé foram considerados aqueles que apresentavam
boa definicdo, reprodutibilidade e dimensdo minima de 200 pb e maxima de 2,8 kb. As
bandas foram avaliadas como presentes (1) ou ausentes (0) em cada reaccao de ISSR. A
semelhanca genética entre individuos foi estimada usando o principio estudado por
Sneath & Sokal (1973), no qual uma matriz binaria é gerada segundo o coeficiente de
Dice: Sij=2a/(2a+b+c), o qual permite que a Similaridade (S) entre os individuos i e j
seja expressa numericamente, representando a o niamero de bandas em comum, b o

namero de bandas somente presente em i e ¢ presente em j. Significa isto que a
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Similaridade entre individuos é definida como o dobro de bandas em comum sobre o
nimero de bandas presentes em i e j. Os dendogramas obtidos foram construidos
usando o software NTSYS (Rohfl, 1992), no qual se usou a analise de clusters baseada
na associagdo média (UPGMA).
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3. Resultados e Discussao

3.1 Avaliacao das condicdes de cultura in vitro para a espécie Coriandrum sativum

3.1.1 Taxa de germinagdo das sementes
Os dados relativos a taxa de germinagdo das sementes em condigdes de luz e

escuro apresentam-se na Figura 16.
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Figura 16. Taxa de germinacdo de sementes de Coriandrum sativum em condic@es distintas de luz (A) e
escuro (e).

Na primeira semana de cultura nenhuma semente germinou. A partir da 22
semana, a taxa de germinacdo foi relativamente semelhante para luz e escuro, 33,3% e
34,8%, respectivamente. A partir da 3* semana, foi notoéria uma maior taxa de
germincdo das sementes que germinaram no escuro, atingindo uma taxa de germinacao
méaxima na 52 semana de 62,2%. As sementes que germinaram a luz ndo atingiram um
méaximo tao elevado na 5% semana (41,7%). Estes resultados sdo assim consistentes com
os resultados obtidos por Murthy et al (2008) que descreveram o isolamento de
plantulas de coentro s6 a partir da 2% semana de cultivo, altura da germinacdo das
sementes inoculadas. A germinacdo das sementes envolve imensos factores como a
disponibilidade de agua e oxigénio mas também das condi¢Ges quimicas em torno das
mesmas, estando estas sementes numa dorméncia primaria facilmente quebravel. A
dorméncia secundaria ocorre em sementes maduras e tem uma grande importancia
ecofisioldgica visto ter sido desenvolvida por espécies expostas a condicdes ambientais

indesejaveis, assim como diferentes condicdes de temperatura, luz e concentracdo de
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nitratos (Bewley & Black, 1994). A prépria fisiologia das sementes pode explicar uma
maior taxa de germinacdo ao escuro pois, a incidéncia de luz pode induzir uma

dorméncia secundéria levando & ndo germinagdo das mesmas (Bewley & Black, 1994).

3.1.2 Diferenciagdo das linhas A e B

A diferenciacdo das linhas obtidas em cultura in vitro, linha A com uma notdria
coloracgdo pdrpura nas folhas e caules e linha B com coloragéo verde, € visivel na Figura
17.

Figura 17. Plantas de Coriandrum sativum obtidas in vitro. A - Linha A com coloragdo purpura; B -
Linha B com coloracdo verde.

A cultura in vitro de coentro tinha sido ja desenvolvida por Steward et al (1969),
no entanto o meio de cultura ndo foi 0 mesmo utilizado neste trabalho, tendo sido usado
meio sumplementado com NAA e com leite de céco para estimular a organogénese.
Mais tarde Kataeva & Popowich (1993), usaram meio MS suplementado com 4,6 uM
de citocina e 1,1 uM de IAA (auxina). Mesmo usando inicialmente o meio de cultura
MS/2 e posteriormente meio MS suplemementado com IBA e BAP, ambas as linhas
mantiveram caracteristicas juvenis por mais de dois anos em cultura, ao contrario do
descrito por outros trabalhos publicados anteriormente (Kataeva & Popowich, 1993)
que indicaram uma rapida maturacdo ou mesmo a morte da cultura em apenas 16 a 17
subculturas in vitro (correspondendo a 15 a 16 meses). Estas diferengas nos resultados
podem ser explicadas ndo s6 pelos fitorreguladores usados mas também pela
concentracdo dos mesmos. O fitorregulador NAA, usado por Steward et al (1969), é
uma auxina sintética e por isso com uma maior tendéncia & acumulacdo nas células por

ndo ser metabolizavel pelas vias biossintéticas das mesmas, sendo também mais usual o
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seu uso na obtencdo de raizes adventicias do que em micropropagacao, existindo varias
publicacfes nesse sentido como a de Sharma & Wakhlu (2001), em que obtiveram
raizes de Heracleum candicans Wall. (Apiaceae) usando NAA. Makunga et al (2006)
comprovaram também a capacidade de obtencdo de raizes adventicias usando NAA em
cultura in vitro de Thapsia garganica L. (Apiaceae). Por outro lado, o fitorrregulador
IBA encontra-se naturalmente nas plantas, apesar de em pouca quantidade, sendo muito
usado em cultura in vitro pois, como se desnatura facilmente, a sua metabolizacdo é
também ela mais facilitada (Gaspar et al, 1996). A benzilaminopurina (BAP) é uma
citocinina com grande eficadcia na micropropagacdo e organogénese de meristemas
adventicios como reportado por Gaspar et al (1996). Kataeva & Popowich (1993)
usaram a citocinina e auxina IAA numa concentragdo (0,98 mg/l e 0,19 mg/l,
respectivamente) superior a citocinina (BAP) e auxina (IBA) usadas no presente
trabalho (0,1 mg/l ambas). As altas concentracdes de fitorreguladores usadas por estes
autores podem explicar o envelhecimento precoce e rapido da cultura de coentro
observada pelos mesmos e que ndo se verificou no presente trabalho. A eficiéncia da
relacdo de IBA e BAP em cultura in vitro e na estimulacdo da organogénse foi
comprovada ndo sé por Skoog & Miller mas também por Lee & Fossard (1974) e
Gaspar et al (1996) na inducdo de organogénese em eucalipto, e também por Mohapatra
et al (2008) no estudo da regeneracdo in vitro da Centelha asiatica (familia das
Apiaceae) em meio MS suplementado com NAA, IBA e BAP em diferentes
concentracdes. Apesar de outros trabalhos cientificos descreverem que o aparecimento
de uma coloragédo purpura, seja devido ao envelhecimento da planta (Huber, 2008), no
presente trabalho as plantas com a coloracdo plrpura ndo apresentaram quaisquer
sintomas de envelhecimento da cultura, nem com maior maturacéo e eventual morte,
pelo que foi considerado ndo ser esse 0 caso, mas antes uma acumulacdo de
antocianinas (possivelmente determinada por factores genéticos); essa acumulacdo foi
posteriormente comprovada no estudo do potencial antioxidante e caracterizacdo dos
compostos fendlicos existentes no coentro (vide seccdo 3.3). A linha A mostrou esta
coloracdo purpura e a linha B uma coloracdo verde durante todo o ciclo de subculturas
(3 semanas). Esta subcultura a cada 3 semanas foi também realizada por Musthy et al
(2008) para obtencdo de calli, tendo também obtido uma taxa de sobrevivéncia das
plantulas apds transplantacdo superior a 90%, tal como no presente trabalho. A taxa de
multiplicacdo dos rebentos foi a mesma em ambas as linhas, cerca de 50% ap0s as 3

semanas; no entanto, cada linha apresentou um padrdo de crescimento diferente,
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indicando que esta taxa de multiplicagdo pode ser semelhante mas o ciclo de
crescimento ndo.
Os dados relativos a massa seca e fresca das linhas A e B cultivadas in vitro

estdo representados na Figura 18.
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Figura 18. Relagdo massa seca (A- Linha A; ©- Linha B) e massa fresca (x - Linha A; [1 - Linha B)
em quatro semanas de cultivo in vitro de Coriandrum sativum.

Os dados representados na Figura 18 indicam que a taxa de crescimento das duas
linhas em relacdo a massa fresca sdo muito distintas, tendo um comportamento quase
linear em relacdo a massa seca. Na primeira semana de cultivo, as duas linhas
apresentaram uma relacdo massa seca e fresca muito semelhante, linha A - 0,1 g e 0,52
g e linha B - 0,125 g e 0,7 g, respectivamente. A partir desta primeira semana
comecaram a verificar-se diferencas muito mais acentuadas entre as duas linhas. Em
termos de massa fresca, a linha A apresentou 0,615 g (22 semana), 0,61 g (3% semana) e
0,7 g (4% semana), enquanto a linha B apresentou 0,94 g (2% semana), 0,965 g (32
semana) e 0,69 g (4° semana). Assim, a linha B apresentou quase um terco a mais de
massa fresca do que a linha A. No entanto, ap6s a quarta semana, a linha B iniciou o
declinio em termos de massa fresca, ao contrario do que ocorre com a linha A que
mantém uma ligeira subida no crescimento. Em relacdo a massa seca, os valores foram
muito semelhantes para a linha A e B na 22 semana (0,11 g e 0,095 g), 32 semana (0,12 g

e 0,145 g) e 42 semana (0,15 g e 0,125 @), respectivamente.

Caracterizacdo quimica e molecular de Coriandrum sativum in vivo e in vitro 71



&2

i INSTITUTO POLITECNICO . ~
< DE BRAGANCA Resultados e Discusséo

Os resultados da relagdo massa fresca/massa seca das linhas A e B e da taxa de
crescimento relativo (RGR) das mesmas estdo representados na Figura 19 e Tabela 4,

respectivamente.
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Figura 19. Relacdo massa fresca/massa seca em quatro semanas de cultivo in vitro das linhas A (Cl) e B
(©) de Coriandrum sativum.

Tabela 4. Determinacdo da taxa relativa de crescimento (RGR) para as linhas cultivados in vitro, linhas A
e B, de Coriandrum sativum.

Linha RGR (g/(g.dia))
A 1,45
B 0,95

Na Figura 19, verifica-se que a relacdo massa fresca/massa seca foi mais elevada na
linha B, tal como esperado de acordo com a Figura 18, uma vez que € visivel um maior
afastamento entre as curvas de crescimento de massa seca e massa fresca na linha B do
que na linha A. E também visivel na segunda semana, que a linha B apresentou um pico
de aumento de massa (9,895 g) e depois comecou a decrescer, valores também
expectaveis pois houve um maior declinio no seu crescimento. A curva da linha A é
constante, havendo também um ligeiro pico na segunda semana de cultivo (5,591 g), o
que podera estar relacionado com o facto de até a segunda semana de cultura o
crescimento ser mais intenso com concomitante maior absorcdo de agua, levando a um

incremento da massa fresca. Kataeva & Popowich (1993) descreveram que na terceira

Caracterizacdo quimica e molecular de Coriandrum sativum in vivo e in vitro 72



i INSTITUTO POLITECNICO . x
\C’) DE BRAGANGA Resultados e Discussao

semana de cultura as plantas chegam a uma fase, que denominaram madura, com um
abrandamento no crescimento.

Na determinacdo da taxa relativa de crescimento (RGR) para as duas linhas
verificou-se que a linha A apresentou uma taxa muito mais elevada (1,45 g/(g.dia)) do
que a linha B (0,95 g/(g.dia)), ndo sendo consistente com os resultados da relacdo massa
seca/massa fresca, onde a linha B apresentou uma relagcdo mais elevada. A taxa relativa
de crescimento (RGR) traduz o aumento da biomassa por unidade de biomassa pré-
existente e por unidade de tempo ao longo da cultura in vitro, representando a eficiéncia
da planta como produtora de nova biomassa (Coelho, 1999). Significando isto que
quanto maior é a RGR de uma planta, maior ¢é a capacidade da mesma de produzir mais
biomassa a partir da que ja tem, tendo assim a linha A maior capacidade de producdo e,
provando-se uma vez mais, que as diferencas registadas na relacdo massa seca/massa
fresca da linha B podem ser explicadas por uma maior acumulacdo de &gua nos seus

tecidos ndo representando um maior crescimento real desta linha.

3.2 Caracterizacgao dos volateis das amostras de coentro obtidas in vivo e in vitro
O rendimento e a composicdo quimica das fracgbes volateis isoladas das

sementes, das amostras obtidas in vivo (Figura 15) e in vitro (Linhas A e B; Figura 17)

de Coriandrum sativum estdo descritas na Tabela 5.

Tabela n°. Composicdo percentual dos volateis isolados das amostras obtidas in vivo (partes aéreas e
sementes) e in vitro (linha A e B) de Coriandrum sativum.

c i in vivo in vitro
omponentes RI Partes aéreas Sementes Linha A Linha B
Nonano 900 7,3
a-Pineno 930 15 0,8 0,6
Canfeno 938 0,2 \Y/ \Y;
Sabineno 958 0,2 0,3 0,2
B-Pineno 963 0,2 0,5 0,6
B-Mirceno 975 0,5 1,8 1,7
a-Felandreno 995 2,7 2,4
n-Decano 1000 0,7
p-Cimeno 1003 0,9 0,2 0,2
B-Felandreno 1005 0,1 454 37,1
Limoneno 1009 1,0 1,0 1,9
y-Terpineno 1035 3,8 0,1 0,1
Fenchona 1050 0,1 \Y;
Dimetil estireno 1059 0,4 0,7
Terpinoleno 1064 0,2 9,0 8,8
Linalol 1074 0,3 82,2 0,1 0,1
Ul A (O-Monot) 1080 3,6 7,9
Canfora 1095 3,2

Continuagdo na pagina posterior
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Continuagdo da pagina anterior

Undecanal 1100 0,3

Terpinen-4-ol 1148 0,3

a-Terpineol 1159 0,4

Decanal 1180 9,7

2-E-Decenal 1224 0,3

Geraniol 1236 2,6

Undecanal 1288 3,5

Acetato de a-terpinilo 1334 0,2 0,3
Acetato de geranilo 1370 0,5

B-Elemeno 1388 0,1 0,1
Dodecanal 1397 16,9

trans-B-Cariofileno 1414 0,2 0,2
Dodecanol 1468 16,5

Germacreno D 1474 0,5 0,3
a-Zingibereno 1492 0,4 0,4
Tridecanal 1499 24

B-Sesquifelandreno 1508 5,7 4,1
Germacreno B 1533 0,3 0,3
Tetradecanal 1596 2,7

Ul B (O-Sesq) 1639 23,8 29,6
n-Tetradecanol 1659 14,7

Pentadecanal 1748 45

Hexadecanal 1821 1,3

Acetato de Fitilo 2047 47

% De identificagdo 85,8 97,8 97,2 97,6
Componentes

Hidrocarbonetos Monoterpenos 0 8,6 65,4 61,5
Monoterpenos oxigenados 0,3 88,7 0,6 0,5
Hidrocarbonetos Sesquiterpenos 0 0 0,8 0,6
Sesquiterpenos oxigenados 0 0 39,8 34
Outros 92,5 0,5 0,6 1
Rendimento éleo (%, v/fw) 0,3 0,7 0,5 0,4

RI: Indice de retencéo relativa a Cs-C,; n-alcanos numa coluna de DB-1; v: vestigios (<0,05%).

A Farmacopeia Portuguesa (Farmacopeia Portuguesa, 2005) indica um minimo
no conteudo de 6leo essencial das sementes de coentro de 3 ml/kg (dw- massa seca),
tendo sido obtido um rendimento para as mesmas de 0,7% (v/fw) estando assim muito
acima do minimo requerido. Illés et al (2000) descreveram a extraccdo de Oleos
essenciais de sementes de coentro usando CO, e propano em condicdes super e
subcriticas obtendo rendimentos acima dos 3-8%; no entanto, este tipo de metodologia
pode modificar o conteudo do préprio 6leo essencial assim como o de outros
compostos, tocoferdis e acidos gordos. O rendimento obtido para as amostras in vitro
foi de 0,5% (v/fw) e 0,4% (v/fw) para as linhas A e B, respectivamente, sendo superior
ao obtido para as partes aéreas das amostras obtidas in vivo (0,3%, v/fw).

A fraccdo isolada de volateis das partes aéreas (in vivo) era constutuida por uma

mistura de 15 compostos identificados, perfazendo um total de 85,8% da frac¢do volatil,
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ndo sendo na sua grande maioria compostos terpénicos mas sim outro tipo de compostos
como alcoois e aldeidos, sendo apenas uma pequena fraccdo (0,3%) monoterpenos
oxigenados. Nas sementes foram identificados 16 compostos, representando 97,8% do
6leo total, 88,7% dos quais de monoterpenos oxigenados, sendo o linalol (82,2%), a
canfora (3,2%) e o geraniol (2,6%) os compostos mais representativos desta fraccao.
Lopez et al (2008) identificaram estes compostos em sementes de coentro numa
percentagem quantitivamente diferente mas qualitativamente igual.

A mistura de volateis das amostras cultivadas in vitro, apesar de notoriamente
diferente das restantes, era constituida por 23 compostos tendo sido identificados 97,2%
na linha A e 97,6% na linha B, tendo uma grande percentagem de hidrocarbonetos
monoterpénicos (65,4% e 61,5% nas linhas A e B, respectivamente) e de sesquiterpenos
oxigendos (29,8% e 34% nas linhas A e B, respectivamente).

A fraccdo volatil das partes aéreas in vivo era maioritariamente constituida por
aldeidos e alcodis. Dodecanal (17%), dodecanol (17%), n-tetradecanol (15%) e decanal
(10%) foram os compostos maioritarios encontrados nesta amostra. Linalol, o
componente maioritario dos volateis das sementes, foi o unico monoterpeno detectado
nos volateis das partes aéreas das amostras in vivo e numa percentagem muito baixa
(0,3%). A composicdo do Oleo essencial das partes aéreas do coentro, descrita por
outros autores, mostra alguma variabilidade. S&o indicados diferentes componentes
principais: 2-E-decenal (Neffati & Marzouk, 2008), acido 2-decendico (Bhuiyan et al.,
2009), 2-E-decenal e decanal (Matasyoh et al., 2009) e 1-decanol (Begnami et al.,
2010). Mendes et al (2009) descreveram a composicéo volatil de Angelica lignescences
que, apesar de pertencer a familia das Apiaceaes, tal como o coentro, apresentou
resultados muito dispares dos obtidos aqui, 0 que contribui para o conceito da
variabilidade quimica presente em plantas da mesma familia, género, espécie e, até
mesmo, subespécies ou variedades.

Os volateis das sementes tinham como componente maioritario o linalol (82%),
tendo como restantes componentes maioritarios o y-terpineno (4%), canfora (3%) e
geraniol (3%). Os resultados obtidos estdo de acordo com estudos recentes que
descrevem o linalol como componente maioritario das sementes (Bhuiyan et al., 2009;
Grosso et al., 2008; Msaada et al., 2007; Zoubiri & Baaliouamer, 2010). Este composto,
linalol, ¢ muito usado na inddstria cosmética, tendo sido testada a sua ac¢do
toxicologica, reprodutiva, mutagénica, carcinogénica, entre outras. Destaca-se um

estudo realizado ao efeito toxico subcronico de linalol de coentro administrado
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oralmente em ratos, com o objectivo de verificar os efeitos em vérios orgdos, tendo
provocado lesdes degenerativas na zona do cortex renal e na zona ndo glandular do
estbmago, mas pelo contrario, ndo tendo quaisquer efeitos nos orgdos reprodutivos
(Letizia et al, 2003). O geraniol é um dos compostos volateis mais importantes
comercialmente na actualidade, sendo usado em 76% dos desodorizantes
comercializados na Europa. A sua accdo repelente, insecticida, antimicrobiana,
anticancerigena e antioxidante sdo também muito reconhecidas (Chen & Viljoen, 2010).
Compostos como o linalol, a canfora e o mirceno sdo usados em quimiotaxonomia para
a classificacdo infraespecifica do coentro (Lopéz et al, 2008). Nas fraccdes das linhas A
e B o linalol estava também presente, embora em pequenas quantidades relativas (0,1%
em ambos).

Compostos como B-felandreno (37% em A, 45% em B), terpinoleno (9% em
ambos), B-sesquifelandreno (4% em A, 6% em B) e a-felandreno (2% em A, 3% em B)
foram os compostos maioritarios identificados nos volateis das amostras obtidas in
vitro, as linhas A e B. Todos estes compostos foram também descritos por Mendes et al
(2009) como compostos existentes nas partes aéreas de Chaerophyllum azoricum. E de
salientar a existéncia, mesmo em muito baixa percentagem, do p-elemeno (0,1% linhas
A e B). Este composto tem vindo a ganhar muita importancia na area da medicina pela
sua capacidade indutora da apoptose das células cancerigenas, tendo sido estudado por
Zhu et al (2011) na inibicéo da proliferacdo do gioblastoma humano.

Dois compostos ndo identificados (Ul A e Ul B) apareceram como componentes
principais nos volateis de ambas as linhas. De acordo com 0s seus espectros de massa
(Anexo A4), o composto Ul A apresentou um valor de ido molecular de 150 sendo
assim possivel considerar que se tratava dum composto monoterpénico oxigenado; Ul B
apresentou um ido molecular de 223 o que levou a considerar que fosse um composto
sesquiterpénico também ele oxigenado. Nenhuma das referéncias bibliograficas
consultadas para o presente trabalho descreve uma situacdo semelhante, sendo assim,

necessarios estudos complementares para correcta identificacdo destes compostos.
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3.3 Potencial antioxidante das amostras de coentro obtidas in vivo e in vitro

3.3.1 Antioxidantes lipofilicos, hidrofilicos e avaliagdo da actividade antioxidante

A composicdo em compostos lipofilicos (tocoferois, carotendides e clorofilas) de

amostras crescidas in vivo e in vitro esta descrita na Tabela 6.

Tabela 6. Compostos lipofilicos no coentro: sementes, amostras obtidas in vivo e in vitro.

In vivo In vitro

Sementes Partes aéreas Linha A Linha B
Compostos lipofilicos
a-tocoferol (mg/100 g dw) 0,09+0,00c 22,57+0,98a 1,47+0,05b 1,25+0,02 cb
B-tocoferol (mg/100 g dw) nd 0,25+0,01 nd nd
y-tocoferol (mg/100 g dw) 0,42+0,09d 2,79+0,43¢c 12,96 +0,42a 8,84+0,03b
d-tocoferol (mg/100 g dw) 0,68+0,09a 0,64+0,19a Nd nd
Total tocoferois (mg/100 g dw) 1,19+0,00d 26,25+12la 14,43+0,47b 10,09+ 0,05 ¢
B-caroteno (mg/100 g dw) nd 98,74 £ 17,57 nd nd
Licopeno (mg/100 g dw) 5,11+1,16d 38,84+4,18c 145,64+ 4,73 a 79,97+ 3,64 b
Clorofila a (mg/100 g dw) 9,97+2,15d 50851+564c 519,94+353b 534,14+ 157 a
Clorofila b (mg/100 g dw) 13,87+3,18d 233,91+17,33¢c 770,42+21,33a 422,49 + 28,58 b

dw- massa seca; nd- ndo detetado. Em cada linha, letras diferentes significam diferencas significativas
(p<0,05); Média + DP; n=9.

N&o foram detectados p3- e d-tocoferdis nas amostras obtidas in vitro. Por outro
lado, foi também observado nessas amostras, especialmente na linha A (13 mg/100 g
dw), um decréscimo significativo em a-tocoferol e um aumento significativo em -
tocoferol. As amostras obtidas in vivo revelaram a concentracdo mais elevada de
tocoferdis (26 mg/100 g dw) devido, maioritariamente, a contribuicdo do a-tocoferol
(23 mg/100 g dw). Amostras de coentro provenientes da Malasia revelaram valores
mais elevados de a-tocoferol (53 mg/100 g dw; valor calculado a partir da massa fresca
e conteudo de humidade disponivel), mas valores mais baixos de &-tocoferol (0,1
mg/100 g dw) e y-tocoferol (0,7 mg/100 g dw) (Isabelle et al, 2010). J& Marero et al
(1986) praticamente ndo encontraram tocoferdis em amostras de coentro. Os tocoferdis
inibem o processo de peroxidacdo lipidica dos acidos gordos polinsaturados e outros
compostos das membranas celulares, devido sobretudo as suas propriedades
antioxidantes em ambientes lipidicos (Abidi, 2000). O p-caroteno foi somente
encontrado nas amostras obtidas in vivo (99 mg/100 g dw), enquanto o licopeno foi

identificado em todas as amostras. Os niveis mais elevados foram obtidos nas amostras
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in vitro, sobretudo na linha A. Diferentes autores descreveram baixas concentragdes de
B-caroteno em amostras de coentro provenientes da india (47 mg/100 g dw; valor
calculado a partir da massa fresca e conteido de humidade disponivel), estimado
colorimetricamente ap6s cromatografia de separacdo (Singh et, 2001), da Malasia (56
mg/100 g dw; valor calculado a partir da massa fresca e conteldo de humidade
disponivel) (Isabelle et al, 2010) e Israel (10 mg/100 g dw) (Daly et al, 2010),
quantificado por HPLC. Posteriormente, Guerra et al (2005) também descobriram (-
caroteno em baixas concentracbes apds analise por TLC (33 mg/100 g dw). Esta
provado que o0s carotendides estdo relacionados com efeitos antioxidantes,
incrementando a actividade e a imunomodelacdo da provitamina A, sendo muito
importante para a prevencao de algumas doencas crdnicas (Daly et al, 2010).

Os compostos lipofilicos maioritarios foram as clorofilas e, tal como esperado,
foram encontradas em maior concentracdo nas amostras obtidas in vivo do que nas
sementes. Mais uma vez, as amostras obtidas in vitro, principalmente na linha A,
revelaram niveis mais elevados do que as amostras crescidas in vivo. Isto pode ser
devido as condigGes controladas de luz/escuro e temperatura de crescimento inerentes a
cultura in vitro. A alteracdo das condicBes de cultura leva por vezes a modificacdes
morfoldgicas e estruturais, como mesofilos pouco densos e aparelhos estomaticos pouco
desenvolvidos, podendo estas alteracdes contribuir para uma possivel reducdo na
fotossintese, ndo estanto associado a uma maior concentracdo de aglcar no meio
(Mohamed & Alsadon, 2010). Hazarika (2006), por sua vez, refere que devido a grande
quantidade de acgucar existente no meio de cultura o aparelho fotossintético das plantas
ndo se desenvolve normalmente, podendo levar a um contelddo muito baixo em
clorofilas, o que ndo ocorre nas linhas A e B crescidas in vitro, ou a uma auséncia ou
inactividade das enzimas responsaveis pela fotossintese. Por outro lado, com o
decréscimo da quantidade de luz absorvida pelas culturas in vitro, podem levar a um
descréscimo no contetdo de clorofilas, levanda a uma reducdo na fotossintese. Sendo
assim as plantas in vitro com maior conteudo em clorofilas tém maior capacidade de
sobrevivéncia na aclimatizacdo tendo sido ja referido por Mohamed e Alsadon (2010)
que altas concentracdo de aclcar em cultura in vitro ndo interfere no desenvolvimento
do aparelho fotossintético mas que por outro lado baixas concentracGes leva ao
desenvolvimento de células fotomixotréficas que estdo melhor adaptadas aos choques
proprios deste tipo de cultura. No presente trabalho a suplementacdo de acgucar é

inferior (20g/L) ao usado em outras referéncias em coentro, Kataeva & Popowich
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(1993), Murthy et al (2008) e Kim et al (1996) (30 g/L), podendo ter assim plantas mais
préximas um pouco das células fotomixotroficas. Dito isto, apesar de uma maior
acumulacdo, nas linhas A e B, de clorofilas estas podem ser pouco funcionais ou
reactivas, s podendo ser verificada essa hipdtese com testes enzimaticos e registos de
taxas de fotossintese nas duas linhas comparativamente com as partes aéreas in vivo.
Tem vindo a ser sugerida uma actividade pro-oxidante das clorofilas, sob luz,
provavelmente relacionada com a energia transferida de um sigleto-excitado da clorofila
para 0 oxigénio que formaria espécies reactivas de oxigénio. No entanto, esta também
descrito que as clorofilas também conferem protecdo prevenindo a autoxidacao de oléos
alimentares vegetais armazenados no escuro, sugerindo ainda um mecanismo de doagéo
de hidrogénios para interrupcéo das reacdes em cadeia. Os autores sugerem, ainda, que
uma estrutura quimica intacta de porfirina parece ser essencial para a actividade
antioxidante (Lanfer-Marquez et al, 2005).

A composicdo em antioxidantes hidrofilicos (agucares, acido ascorbico, fendis,

flavondis e antocianinas) é apresentada na Tabela 7.

Tabela 7. Compostos hidrofilicos no coentro: sementes, amostras obtidas in vivo e in vitro.

In vivo In vitro

Sementes Partes aéreas Linha A Linha B
Compostos hidrofilicos
Frutose (g/100 g dw) nd 4,33+£0,24a 3,64+0,45a 3,54+0,37a
Glucose (g/100 g dw) nd 5,22+0,23b 6,67 +0,92a 6,32 £ 0,29 ba
Rafinose (g/100 g dw) 1,32+0,06a nd nd 0,86+0,14Db
Sacarose (9/100 g dw) 0,35+0,00c 4,03+0,08a 0,56 +0,01b 0,18 +0,02d
Trealose (9/100 g dw) nd 0,88+0,03b 1,39+0,01a 0,35+0,00c
Acucares totais (g/100 g dw) 167+0,06c 14,46+0,35a 12,26 +1,37b 11,25+0,83 b
Acido ascorbico (mg/100 g dw) 54,78+ 0,46a 15,91+2,20d 20,22+237¢c 52,35+0,70 b
Fendis (mg CAE/g extracto) 82,81+1,85¢c 223,07+6,77ba 231,33+6,64a 214,65+ 10,98 b
Flavonéis (mg QE/g extracto) 4460+1,73b 90,70+2,10a 90,50+ 3,96 a 89,14 +2,49a
Antocianinas (mg ME/g extracto) 16,63+2,28d 70,04+159a 48,04+6,86 b 36,93+4,21c

dw- massa seca; nd- ndo detetado. Em cada linha, letras diferentes significam diferengas significativas
(p<0,05); Média + DP; n=9.

Os acucares redutores, como a glucose (monossacarido) e a rafinose
(trissacarido), podem actuar como antioxidantes mas, 0s agUcares ndo-redutores como a
trealose (dissacarido) também ja foram referidos como supressores da auto-oxidacao de
acidos gordos nao-saturados (Higashiyama, 2002). A rafinose ndo foi detectada nas

amostras obtidas in vivo nem na linha A. As sementes de coentro revelaram a
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concentracdo mais baixa de agUcares totais (2 g/100g dw) devido a contribuicdo da
sacarose e da rafinose. Pelo contrario, as amostras de coentro obtidas in vivo
apresentaram concentragdo mais elevada de agucares (15 g/100 g dw), seguidas das
amostras crescidas in vitro.

O 4cido ascorbico foi encontrado em todas as amostras, especialmente nas
sementes de coentro que apresentaram a concentragdo mais alta (55 mg/100 g dw); <
linha B apresentou uma concentracdo maior do que a linha A. Outros autores ja
descreveram anteriormente o teor de acido ascorbico em amostras de coentro da Malasia
(35,2 mg/g fw) e da india (98,1 mg/100 g fw) (Singh et al, 2001), determinado por
HPLC e pelo método do indofenol, respectivamente.

As partes aéreas (amostras in vivo e in vitro) revelaram maiores concentracdes
em fenois e flavonois do que as sementes. O teor em fendis totais foi ja descrito para
amostras de coentro da Malasia, determinado pelo método de Folin-Ciocalteu (4 mg
equivalentes de acido galico /g fw) (Isabelle et al, 2010). Foi também ja obtido o perfil
fendlico (flavonas, flavondis e flavanonas) de uma amostra proveniente da Dinamarca,
apos analise por HPLC-MS (Justesen & Knuthsen, 2001). Os compostos fendlicos estéo
relacionados com o stresse oxidativo, tendo a capacidade de sequestrar as reacfes dos
radicais, asssegurando a estabilidade e as carateristicas nutricionais dos produtos
vegetais (Ramadan et al, 2003).

Os niveis de fenois e flavondis similares nas amostras de coentro crescidas in
vivo e in vitro, indicando que ambos 0s ambientes conduzem a sua biossintese. Quanto
as antocianinas, foi observada uma diferenca significativa nas amostras obtidas in vivo
(70 mg ME/g extracto) ou in vitro. Além disso, a linha A revelou valores mais elevados
(48 mg ME/g extracto) que o clone B (37 mg ME/g extracto), o que pode estar
relacionado com a pigmentacdo pupura presente nesta amostra (Figural?).

Devido a complexidade do processo oxidativo, a capacidade antioxidante foi
determinada pela actividade captadora do radical DPPH, poder redutor, inibicdo da

descoloracdo do - caroteno e inibi¢do da peroxidacao lipidica (Tabela 8 e Figura 20).
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Tabela 8. Actividade antioxidante, expressa em valores de ECs, do coentro: sementes, amostras obtidas

in vivo e in vitro.

In vivo In vitro

Sementes Partes aéreas Linha A Linha B
Actividade antioxidante
Actividade captadora de DPPH (mg/ml) 0,51+0,02¢c  0,18+0,01d 1,10+0,01a 0,98+ 0,00b
Poder redutor (mg/ml) 344+0,20a 1,21+0,02¢ 2,10+0,19b 2,05+0,26 b
zmg}f‘fﬁ descoloragdo  p-caroteno oy, g3 047+008c  03040,01d 1,06 40,07 a
Inibicdo de TBARS (mg/ml) 0,10+0,03¢c 0,11+0,05¢ 0,29+0,01a 0,20+0,03b

Em cada linha, letras diferentes significam diferencas significativas (p<0,05); Média + DP; n=9.
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Figura 20. Actividade captadora de radicais DPPH (%), poder redutor a 690 nm, inibicdo da descoloracdo do p-Caroteno (%) e inibicdo da formagéo de TBARS (%)
em amostras obtidas in vivo (¢ - partes aéreas; m —sementes) e amostras obtidas in vitro (A — linha A; e — linha B).Valores ECsy do Trolox: 43,03 £ 1,71 pg/ml para o
ensaio do DPPH; 29,62 + 3,15 ug/ml para o ensaio do poder redutor; 3,73 + 1,90 ug/ml para o ensaio de TBARS e 2,63 £ 0,14 ug/ml para o ensaio da descoloracdo do

[-caroteno.
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Os extractos polares (metandlicos) das amostras obtidas in vivo apresentaram
maior actividade antioxidante, com menores valores de ECsy, para a actividade
captadora de DPPH (0,18 mg/ml), poder redutor (1,21 mg/ml) e inibicdo da formagéo
de TBARS (0,11 mg/ml), o que estéa de acordo com o alto contelldo em agucares, fendis,
flavanois e antocianias destas amostras. Entre as amostras obtidas in vitro, a linha B
mostrou maior potencial antioxidante do que a linha A. No entanto, esta Ultima amostra
revelou a capacidade de inibicdo da descoloracdo do B-caroteno mais elevada de todas
(ECso 0,30 mg/ml). Os extractos metandlicos das amostras obtidas in vivo revelaram
maior actividade captadora de DPPH do que os extractos metandlicos de folhas de
amostras de coentro da Noruega (0,4 mg/ml) (Wangensteen et al, 2004). No entanto, o
resultado obtido para as sementes foi muito semelhante (0,5 mg/ml) (Wangensteen et al,
2004).

3.3.2. Perfil individual em &cidos fenolicos, flanovondides e antocianinas
A Figura 21 descreve o perfil de compostos fendlicos de amostras de coentro

obtidas in vivo (partes aereas e sementes) e in vitro (linhas A e B).
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Figura 21. Cromatogramas individuais das amostras de coentro obtidas in vivo e in vitro. A- Partes
aéreas, registado a 370 nm; B- Linha A, registado a 370 nm; C- Sementes, registado a 280 nm.
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Os resultados do tempo de retencdo, Amax Na zona do visivel, tentativa de

identificacdo e concentracdo dos acidos fenolicos e flavondides, obtidos por HPLC-
DAD-MS séo apresentados nas Tabela 9 e 10.
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Tabela 9. Tempo de reten¢do (Rt), comprimento de onda de absor¢do maxima na zona do visivel (Amax), dados do espectro de massa, identificacdo provisoria e
concentracdo dos acidos fenolicos e flavondides nas amostras de coentro obtidas in vivo.

Pico Rt Amax I8es Moleculares MS? Identificacdo proviséria Quantificacdo
(min)  (nm) [M-H]" (m/z) (m/z) (mg/Kg, dw)
Partes aéreas

1 8,90 328 369 207(11), 189(100) Hexdsido de dimetoxicinamoilo 406,39 + 2,57

2 114 324 353 191(100), 179(6), 173(5), 135(4) Acido 3-O-cafeoilquinico 173,561 +£11,54

3 118 322 353 191(100), 179(45), 173(3), 135(7) Acido cafeoilquinico 7,92+1,38

4 13,3 328 355 193(100), 149(24) Glucosido de acido ferulico 122,29 +£12,32

5 145 308 337 191(100), 173*, 163*, 146> Acido p-cumaroilquinico 303,83+ 9,27

6 16,0 354 609 301(100) 3-O-rutindsido de quercetina 3296,16 + 15,50

7 16,5 355 477 301(100) 3-O-glucurédnido de quercetina 1237,13 £ 22,72

8 16,8 356 463 301(100) 3-0O-glucdsido de quercetina 405,36 + 10,93

9 174 354 593 285(100) 3-O-rutindido de canferol 320,86 + 20,76
Total Acidos fendlicos 1013,95 + 11,24
Total Flavonoides 5259,52 + 69,91
Total Compostos fenolicos 6273,47 + 81,16

Sementes

1 115 325 353 191(100), 179(6), 173(5), 135(4) Acido 3-O-cafeoilquinico 1,44 +£0,27

2 12,7 320 - 193(6), 149(100) Derivado de acido feralico 7,96 + 0,34

3 13,1 323 179 135(100) Acido cafeico 3,07 £ 0,95

4 140 326 365 203(100) Cafeoil N- trptofano 0,71+ 0,04

5 16,1 319 163 119(100) Acido p-cumérico 23,81+ 2,50

6 17,4 324 193 149 (100) Acido ferlico 8,11+ 0,74

7 17,9 327 527 365(100), 203(11) Hexosido de cafeoil N- trptofano 45,33+ 4,36

8 186 326 515 353(100), 191(15), 179(50), 173(99), 135(27) Acido di-O-cafeoilquinico 9,67 +1,62

9 20,2 328 379 203(25), 193(100) Feruloil N- triptofano 10,56 + 1,18

10 21,4 326 541 379(100), 203(5) Hexosido de feruloil N- triptofano 19,27 + 1,06

Total Acidos fendlicos
Os numeros entre parénteses apos os fragmentos idnicos MS? referem a sua abundancia relativa. *Abundancia relativa < 2%.

129,94 £12,42
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Tabela 10. Tempo de retencdo (Rt), comprimento de onda de absor¢cdo maxima na zona do visivel (Anax), dados do espectro de massa, identificagdo provisdria e

concentracdo dos acidos fenolicos e flavondides em amostras de coentro obtidas in vitro.

Resultados e Discussao

Pico Rt Amax I8es Moleculares MS? Identificacdo proviséria Quantificacdo
(min)  (nm) [M-H]" (m/z) (m/z) (mg/Kg, dw)
Linha A

1 13,3 356 639 477(100), 315(62) Di-hexdsido de isoramnetina 16,98 + 2,34

2 142 279 365 203(100) Hex6sido detriptofano Ng

3 18,0 338 563 443(6), 431(29), 311(3), 269(100) 8-C-hexdsido-7-O-pentosido de apigenina 3404,07 £ 19,23

4 18,7 342 593 299(100), 284(7) Hexoxil-ramnosido de luteolina 321,18 + 22,34

5 19,1 346 593 299(100), 284(27) Hexoxil-ramnoésido de luteolina 820,11 + 37,50

6 19,73 338 563 443(6), 431(28), 311(17), 269(100) 8-C-hex6sido-5-O-pentosido de apigenina 272,64 +£13,18

7 2033 338 605 545(33), 431(33), 311(27), 269(100) gg:t?;;%sgdo'o'pemos'do de apigenina 354,83+ 13,56

8 20,84 342 635 299(100), 284(41) Hexoxil-ramnosido de luteolina acetilada 117,50 £ 3,72

9 21,26 346 635 299(100), 284(34) Hexoxil-ramnosido de luteolina acetilada 201,75 + 3,42
Total flavonoides 5509,07 + 70,62

Linha B

1 13,09 356 639 477(100), 315(60) Di-hexosido de isoramnetina 22,44 + 0,66

2 14,19 279 365 203(100) Hexosido de triptofano Ng

3 18,05 338 563 443(7), 431(27), 311(4), 269(100) 8-C-hexosido-7-O-pentosido de apigenina 2982,87 + 94,89

4 18,70 340 593 299(100), 284(23) Hexoxil-ramnésido de luteolina 244,89 + 10,06

5 19,17 346 593 299(100), 284(30) Hexoxil-ramnésido de luteolina 509,10 + 27,11

6 19,71 338 563 443(6), 431(20), 311(9), 269(100) 8-C-hexosido-5-0O-pentosido de apigenina 255,95 + 4,85

7 2031 338 605 545(18), 431(33), 311(22), 269(100) C-hexGsido-O-pienttsido de apigenina 506,43 + 65,00

8 20,82 342 635 299(100), 284(31) Hexoxil-ramnésido de luteolina acetilada 109,52 + 18,36

9 21,24 346 635 299(100), 284(39) Hexoxil-ramnésido de luteolina acetilada 222,60 +0,24
Total flavonoidess 4853,80 + 98,62

Os nlimeros entre parénteses ap6s os fragmentos iénicos MS? referem a sua abundancia relativa. *Abundancia relativa < 2%; ng- ndo quantificavel.
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Todas as amostras estudadas apresentaram perfis diferentes. As amostras

crescidas in vivo apresentaram derivados de acidos hidroxicindmicos e flavondis

(derivados da quercetina e canferol) como compostos fendlicos maioritarios, enquanto

as sementes apresentaram somente derivados de &cidos hidroxicinamicos. As linhas A e

B mostraram perfis similares de flavonas (flavondides maioritarios) e auséncia de

acidos fenolicos. No entanto, somente a linha A revelou antocianinas na sua
COMpOsigao.

Foram encontrados cinco &cidos fendlicos e quatro flavondis nas partes aéreas
das amostras crescidas in vivo (Tabela 9). Os picos 1, 2, 3, 4 e 5 mostraram um espectro
UV muito similar aos derivados dos acidos hidroxicindmicos. O pico 1 mostrou um Amax
a 328nm e um ido molecular [M-H]- a m/z 369 libertando fragmentos de MS? a m/z 207
(-162 u.m.a. correspondentes a uma hexose), que podem ser associados a residuos de
dimetoxicinamoilo, e a m/z 189 (-18 u.m.a., perda de mais uma molécula de agua) e,
portanto, o composto foi identificado como hexosido de dimetoxicinamoilo. Este
composto foi previamente identificado por Alosno-salces et al (2009) em gréos jovens
de café. O pico 2 apresentou um ido pseudomolecular [M-H]- a m/z 353 e um Amax NO
espectro de UV a 324 nm, coerente com o &cido clorogénico, tendo sido identificado
como é&cido 3-O-cafeoilquinico por comparacdo com o padrdo comercial. O pico 3
apresentou as mesmas carateristicas de massa e UV tendo sido identificado como outro
acido cafeoilquinico. O pico 4 mostrou um espectro UV semelhante ao acido ferulico
COM UM Amax @ 328 nm, mas eluido num tempo de retencao distinto. Apresentou um iao
pseudomolecular [M-H]- a m/z 355 libertando um fragmento MS? a m/z 193 (perda -
162 u.m.a., hexose) atribuida ao é&cido ferdlico, que permitiu uma tentativa de
identificacdo como hexosido de acido fertlico; a sua eluicdo antes (maior polaridade) do
acido ferulico (17,3 min) foi também coerente com esta identificacdo. O pico 5 mostrou
um ido pseudomolecular ([M-H]- a m/z 337) e um espetro UV (Amax a 308nm)
semelhante ao &cido p-cumarico, mas eluido num tempo de retencéo distinto. O espectro
MS/MS rendeu frangentos de ifes a m/z 191 (-146 u.m.a., perda de uma metade de p-
cumaroilo) e a m/z 146 (-191 u.m.a., perda de um &cido quinico) e, portanto, foi
identificado como acido p-cumaroilguinico.

Os picos 6-9 mostraram espectros UV semelhantes a flavondis. Os compostos 6,
7 e 8 foram associados aos derivados da quercetina, tendo eles mostrado espectros UV

semelhantes a quercetina com um Amax a 354-356 e ibes pseudomoleculares [M-H]- a
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m/z 609, 477 e 463, respectivamente, tendo todos eles libertado um unico fragmento
MS? a m/z 301 (quercetina). A perda de -308 u.m.a. no pico 6 foi coerente com um
rutindsido, e o composto foi identificado como 3-O-rutindsido de quercetina por
comparagdo com o padrdo comercial. Este composto foi 0 mais abundante de todos 0s
compostos fendlicos encontrados nesta amostra (3296 mg/kg dw). Picos semelhantes, 7
e 8, foram identificados positivamente como 3-O-glucurénido de quercetina e 3-O-
glucésido de quercetina, de acordo como as caracteristicas de massa e UV e por
comparagdo com os padrées comerciais. O pico 9 mostrou um espectro semelhante ao
canferol e um ido pseudomolecular [M-H]- a m/z 593, libertando um Unico fragmento
MS? a m/z 285 (canferol); a perda de -308 u.m.a. (rutindsido) e a comparacdo com o
padrdo comercial permitiu a sua identificacdo como 3-O-rutindsido de canferol.

Os derivados de &cidos fendlicos foram os Unicos compostos encontrados nas
sementes de coentro (Tabela 9), nas quais os picos 1, 3, 5 e 6 foram asssociados a
derivados do acido hidroxicindmico, correspondendo ao acido clorogénico (acido 3-O-
cafeoilquinico), &cido cafeico, acido p-cumarico e &cido ferulico, respectivamente,
identificados por comparacéo das caracteristicas UV, massa e tempo de rentencdo com
0s respetivos padrbées comerciais. O pico 2 apresentou um espectro UV semelhante ao
do &cido ferulico, mas eluido num tempo de retencao distinto. Nao ha um sinal claro de
que se poderia associar 0 pico ao seu ido molecular, embora se tenham observado, no
mesmo tempo de retencdo e usando deteccdo ESI, m/z 193 (possivelmente acido
feralico) e 149 (fragmento carateristico da quebra do acido ferulico). Uma vez que este
composto eluiu antes do padrdo do acido ferulico, identificou-se como um glucosido de
acido ferulico, tal como ja detectado nas partes aéreas das amostras crescidas in vivo.

Os picos 4, 7, 9 e 10 foram associados a conjugados cinamoil-aminoacido. O
pico 7 foi o maior composto fendlico encontrado nesta amostra (45,33 mg/Kg dw).
Estes compostos mostraram um espectro de UV muito semelhante ao acido
hidroxicindmico com um Amax @ ~327 nm e, todos eles, apresentaram um fragmento
MS2 a m/z 203 coerente com o0 aminoacido triptofano; adicionalmente, os picos 7 e 10
apresentaram fragmentos ionicos maioritarios a m/z 365 e 379, respectivamente, que
podem ser atribuidos a perda de hexose (162 u.m.a.). Estas caracteristicas e
comparacdes com as fragmentacdes descritas por Alonso-Slaces et al (2009) para
conjugados do 4acido cinnamoil-aminoacido identificados em grdos jovens de cafe,
permitiram uma identificacdo destes compostos como sendo cafeoil N-triptofano (pico

4), hexosido de cafeoil N-triptofano (pico 7), feruloil N-triptofano (pico 9) e hexdsido
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de feruloil N-triptofano (pico 10). O pico 8 apresentou um ido pseudomolecular [M-H]-
a m/z 515 e um Anmax NO espectro de UV a 326nm semelhante ao &cido clorogénico, com
um fragmento principal no MS? a m/z 353 ([M-H-162]-), correspondente & perda de
cafeoil e, outros fragmentos (m/z a 191, 179, 173 e 135), caracteristicos da quebra do
acido 3-O-cafeoilquinico (ver pico 2 nas amostras crescidas in vivo); portanto, o
composto foi identificado como éacido di-O-cafeoilquinico.

As linhas A e B, tal como mencionado anteriormente, apresentaram 0 mesmo
perfil fendlico (Tabela 10), mas a presenca de antocianinas sé se verificou na linha A. O
pico 1 mostrou um ido pseudomolecular [M-H]- a m/z 639 cuja analise produziu dois
fragmentos iénicos a m/z 477 ([M-H-162]-) e m/z 351 ([M-H-162-162]-),
correspondendo a perdas sucessivas de dois hexdsidos; o ido a m/z 315 foi coerente com
o flavonol isoramnetina, assim como o espectro UV do pico com um Anmax @ 356, que
permitiram a identificacdo como di-hexosido de isoramentina. A posicdo dos residuos
do acucar de substituicdo ndo pode ser concluida definitivamente, apesar das sucessivas
perdas dos dois hexdsidos sugerirem que estdo localizadas em diferentes posicdes da
aglicona. Os outros sete picos dos flavonoides correspondem a derivados de flavonas.
Os picos 3, 6 e 7 apresentaram um espectro de UV idéntico com Amax a 388 nm, 0 que
evidencia que eles derivam da mesma aglicona. Os picos 3 e 6 tiveram 0 mesmo ido
psedomolecular [M-H]- a m/z 563 produzindo um fragmento i6nico de MS? principal a
m/z 431 (-132 u.m.a., perda de pentose) e fragmentos menores a m/z 443 (perda de 120
u.m.a, caracteristicas das C-hexosil flavonas) (Ferrereset al, 2003), 311 (-132-120
u.m.a.) e 269 (-132-162 u.m.a., perda de pentose e hexose; apigenina). A presenca de
apigenina como aglicona foi também comprovada pelos espectros UV dos picos com
Amax @ 338 nm. A fragmentacao padrdo desses mesmos picos sugere que 0S COMpPOStos
possuem dois residuos glucosilo, um hexdsido e um pentdsido, C- e O-ligados
respectivamente em diferentes posicdes da algicona. O fragmento [(M-H)-120]- € mais
abundante em derivados 6-C-glucosil do que em derivados 8-C-glucosil: Além disso,
observa-se normalmente outro fragmento ionico [(M-H)-90] em 6-C-glucosil flavonas
(Ferreres et al, 2007). Portanto, a auséncia deste ultimo ido e a abundancia do primeiro
podem indicar que 0 hexosido estaria localizado na posicdo 8-C. Em relagdo ao residuo
O-pentosido, a existéncia de dois picos (3 e 6) com as mesmas caracteristicas de massa
em diferentes tempos de eluicdo poderia sugerir uma substituicdo em diferentes locais

da aglicona, ex, o grupo hidroxilo nas posicdes 5- e 7-. Como a posi¢do mais provavel
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para a substituicdo seria o grupo hidroxilo na posigéo 7- (Ferreres et al., 2011), o pico 3
(maioritério) foi identificado como apigenina-8-C-hexdsido-7-O-pentdsido e o pico 6
como apigenina-8-C-hexdsido-5-O-pentosido. As diferengas estruturais entre eles
podem também ser atribuidas a presenca de diferentes residuos de agucar em cada um,
apesar desta possibilidade ser menos provavel ja que 0s mesmos agUcares de
substituicdo sdo geralmente encontrados numa determinada planta. O pico 7 apresentou
um ido pseudomolecular [M-H]- a m/z 605, 42 u.m.a. maiores que 0s compostos 6 e 7
que partilham padrdes de fragmentacdo e espectros de UV. A perda de 42 u.m.a. pode
corresponder a um residuo acetilo e sugere que este composto é um derivado acetilo do
pico 3 (ao invés do pico 6 minoritario). O fragmento a m/z 545 (-60 u.m.a.) pode
resultar da perda parcial de C-hexosido (Ferreres et al, 2003). A perda simultanea dos
residuos de pentosido e acetilo, confirmanda pelo fragmento a m/z 431 (-132-42 u.m.a.),
pode sugerir que o residuo de acetilo esté localizado na pentose em vez da hexose, mas
o fragmento a m/z 311 (associado a acetil-apigenina) pode também sugerir que o acetilo
estd ligado a aglicona em vez de localizado na pentose. Logo, este composto foi
indentificado como um derivado acetilado de apigenina-C-hexosido-O-pentosido.

Os picos 4 e 5 apresentaram 0s mesmo ido pseudomolecular [M-H]- a m/z 593,
que originou dois fragmentos i6nicos MS? a m/z 299 e 284, os mesmos dois fragmentos
e abundancias semelhantes em modo negativo aos descritos por Waridel et al (2001)
como caracteristicos de C-glucosidos de luteolina. Além disso, os espectros UV dos
picos (Amax @ 342-346 nm) foram coerentes com derivados da luteolina. Portanto, de
acordo com os seus ides pseudomoleculares, os picos 4 e 5 foram identificados como C-
hexosido-ramnosidos de luteolina mas, devido a falta de outros fragmentos idnicos que
suportariam esta identificacdo, ndo foi possivel atribuir as posicdes dos acucares e 0s
compostos de glucolisacdo; assim, os picos 4 e 5 foram identificados como hexosido-
ramnosidos de luteolina indefenidos. Os ides pseudomoleculares dos picos 8 e 9 tiveram
42 u.m.a. maiores gque o0s picos 4 e 5, tendo também caracteristicas de fragmentacéo
similares, o que permitiu uma tentativa de identificacdo como derivados acetilados de
luteolina. Finalmente, a partir do seu espectro MS, o pico 2 foi identificado como
hexosido de triptofano. Este composto ndo foi quantificado e ndo é um composto
fendlico, mas sim um aminoacido aromatico que foi também extraido nas condicdes
descritas (Aguilera et al., 2010; Duefias et al2004). A sua presenca nas linhas pode ser
de residuos provenientes das sementes a partir das quais foram germinadas; durante o

processo de germinagdo, as enzimas endogenas sdo activadas e as enzimas relacionadas
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com os compostos fenolicos (hidrolases e polifenoloxidases) levam a libertacdo deste
aminoécido aromatico dos &cidos fenolicos encontrados nas sementes (L6pez-Amoros
et al, 2006).

Somente na linha A foram encontradas antocianinas, o que pode explicar a sua
coloragéo pigmentada (Figura 17). Foram detectados seis compostos identificados como
antocianinas, com base nos seus espectros UV-visivel, apesar dos baixos niveis
presentes nas amostras e da sobreposi¢do na corrida de HPLC com outros compostos
maioritarios, ndo terem permitido um espectro de absorcdo e de massa nitido. As
caracteristicas analiticas e a tentativa de identificacdo destes compostos estdo descritas
na Tabela 11, assim como as concentragOes obtidas na linha A, expressas em pg/Kg dw.
Todos mostraram um “ombro” aos 316-330 nm na regido do UV do seu espectro de
absorcdo, sugerindo que serdo antocianinas aciladas com &cidos hidroxinamicos. A
titulo de exemplo, apresenta-se o espectro do pico 4 correspondente a antocianina

detectada em maior quantidade (Figura 22).

Tabela 11. Tempo de retencdo (Rt), comprimentos de onda de absorcdo maxima na zona do visivel
(Mmax), dados dos espectros de massa, identificacdo proviséria e concentracdo das antocianinas na linha A
de coentro.

10es

Pico ?rr:in) )E“';arxn ) l[\'/\l/lo_llicllillares '(\r/ln?:) Identificacéo provisoria ?ﬁ;ﬁg'?ﬁ? 0
(m/2)

1 293 304sh/534 817 287(100) gi—;—iziir;%poiIqucésido—S—O—qucc')sido de 0,78 +0,01

2 3122 330sh/530 787 287(100) gig_izei;ualon glucosido-5-O-glucésido de 1,40 £0,01

3 3165 316sh/528 757 287(100) gi—g]—ig}ﬁgmaroil glucésido-5-O-glucosido de 0,95+0,01

4 3274 324sh/532 831 301(100) zl—e(gr—]?(ijr;ﬁgoiIglucésido—S—O—qucésido de 0,82 +0,01

5 3475 330sh/531 801 301(100) z—e(c'))r—;griﬁ;oil glucosido-5-O-glucésido de 1,70+0,01

6 3535 310sh/530 771 301(100) g—eg)r—]?&?#;naroil glucosido-5-O-glucosido de 1,08 £ 0,00
Total antocianinas 6,71 +0,36

A identificacdo dos compostos foram determinadas a partir dos seus ibes

moleculares e dos fragmentos i6nicos Gnicos MS? correspondentes & aglicona. Os picos
1, 2 e 3 eram antocianinas de cianidinas (fragmentacdo idnica a m/z 287), e as suas
massas eram concordantes com compostos com duas hexoses e residuos de sinapoilo
(pico 1), feruloilo (pico 2) ou cumaroilo (pico 3). As caracteristicas cromatogréaficas e

espectrais do pico 3 eram também coerentes com a 3-O-cumaroilglucésido-5-O-
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glucésido de cianidina da nossa base de dados, o que permitiu uma tentativa de
identificacdo deste composto. Por analogia com ele, os picos 1 e 2 foram identificados
como 3-O-sinapoil glucosido-5-glucosido de cianidina e 3-O-feruloilglucésido 5-O-
glucdsido de cianidina. Foi feito um raciocinio semelhante para as antocianinas 4, 5 e 6
que foram identificados como derivados de peonidina com 0 mesmo padréo de acilagédo
dos picos 1, 2 e 3. O 3-O-feruloilglucésido-5-O-glucésido de peonidina foi a
antocianina maioritaria encontrada nesta amostra (1,70 pg/Kg dw). Contudo, as
identidades sugeridas ndo combinam totalmente com as suas ordens relativas de eluicéo;
seria expetavel que os derivados feruloilo eluissem depois dos derivados equivalentes
de p-coumaroilo, que teoricamente sdo mais polares; assim as identidades atribuidas

devem ser vistas como tentativas de identificag&o.
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Figura 22. Perfil cromatogréfico individual das antocianinas da linha A de coentro, registado a 520 nm
(A) e espectro UV do pico 5 (B).

O metabolismo secundéario pode responder ao stresse oxidativo e a producdo de
radicais livres, levando a acumulacdo de diferentes compostos nas amostras crescidas in
vitro ou in vivo. De facto, as partes aéreas das amostras in vivo e as linhas obtidas in
vitro apresentam perfis diferentes de compostos fendlicos, o que estd certamente

relacionado com factores genéticos mas também com as condi¢des de crescimento que
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conduzem a diferentes condigcOes de stresse oxidativo e, consequentemente a respostas
diferentes em termos de produgdo de metabolitos secundarios. As sementes
apresentaram apenas acidos fendlicos (e ndo flavondides) e em muito menores
concentragdes. Isto € uma evidéncia para metabolismos diferentes em cada parte da
planta, sendo menor o metabolismo secundério das sementes.

Tal como discutido na seccdo anterior, as amostras de coentro crescidas in vivo
(partes aéreas) demonstraram a melhor actividade antioxidante e a maior concentracdo
de fendis totais. Esses resultados estdo também em concordancia com os valores mais
altos de compostos fendlicos totais (obtidos por analise cromatografica dos compostos
individuais) encontrados nessas amostras. Até ao momento, ndo havia informacédo
disponivel sobre a composicdo fendlica de sementes de coentro, nem de amostras
obtidas por cultura in vitro. Havia apenas alguns trabalhos em amostras de folhas de
coentro do Brasil (Meloa et al, 2005), Dinamarca (Justesen & Knuthsen, 2001) e india
(Nambiar et al, 2010), mas esses autores aplicaram metodologias de extraccdo e
deteccdo diferentes, que ndo permitem uma comparacdo adequada dos resultados. As
amostras de folhas de coentro da india (Nambiar et al, 2010) parecem ser ricas em
quercetina, e as amostras da Dinamarca (Justesen & Knuthsen, 2001) s6 apresentaram
este composto. Nas amostras estudadas no presente trabalho, os derivados de quercetina
sdo também os compostos maioritarios nas partes aéreas obtidas in vivo. No entanto, 0s
acidos fendlicos foram descritos como maioritarios em amostras de Brasil (Meloa et al,
2005), o que pode dever-se a diferente técnica de extraccdo aplicada e também a

diferente técnica de deteccdo (cromatografia gasosa e cromatografia em camada fina).
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3.4 Anélise molecular e variabilidade intraspecifica das amostras obtidas in vitro
Os resultados da analise molecular realizada por ISSR, pode ser obervada na

Figura 23, onde esta representado o dendograma obtido por anélise de clusters dos 15
primers (listados no Anexo A3), utilizando o algoritmo de Dice baseado na associacao
média de UPGMA nos 14 individuos de coentro cultivados in vitro, e no individuo de
coentro comercial (CC).
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Figura 23. Dendograma obtido por andlise de clusters dos 15 primers, utilizando o algoritmo do
coeficiente de Dice e a associacdo média (UPGMA) da amostra de coentro comercial (CC) e dos 14
individuos de coentro cultivados in vitro (clusters | e Il) e comparando apenas os 14 individuos de

coentro in vitro (cluster lla e cluster I1b).

Numa primeira abordagem a andlise do dendograma, podemos ver claramente a
formacdo de dois clusters distintos. O cluster | correspondente ao coentro in vivo e 0
cluster 11, formado pelos 14 individuos cultivados in vitro. O coeficiente de Dice entre
estes dois clusters é de apenas + 0,25, 0 que indica um grau de semelhanca muito baixo.
Esta variacdo tdo acentuada entre o coentro utilizado com controlo externo os coentros
in vitro pode ser explicada pelo facto de nesta espécie existir uma grande variedade
intraespecifica, ndo sé verificada por caracteres meramente fenotipicos (Diedrichsen,

1996), mas por variagbes moleculares como pode ser visto em Lépez et al (2008).
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Como foi ja descrito anteriormente, a variabilidade em termos de volateis, compostos
antioxidantes e actividade antioxidante, separa estes dois grupos (in vivo e in vitro)
como se pode verificar em termos também moleculares. Comparando somente oS
individuos cultivados in vitro, temos a formacéo de dois clusters distintos, cluster Ila e
cluster 11b que apresentam um indice de similaridade superior a 0,65 como se pode ver
na Figura 23.

Em termos gerais verifica-se que, apesar de as linhas (A e B) terem sido
agrupadas segundo as caracteristicas fenotipicas, no dendograma ndo se formam estes
mesmos grupos, ou seja, os clusters obtidos através da analise molecular ndo estdo de
acordo com a existéncia de caracteristicas fenotipicas iguais entre individuos de linhas
distintas. Este facto indica que as caracteristicas fenotipicas pelas quais os individuos
obtidos in vitro foram separados ndo revelam uma maior proximidade genética entre 0s
mesmos. Os marcadores moleculares usados no presente trabalho (ISSR- Inter simple
sequence repeat) ndo conseguem discriminar com 0 grau de separacdo que seria
esperado. O cluster Ilb é constituido pelos individuos B4 e B6, tendo como Unica
caracteristica distinta folhas grandes expandidas e folhas pequenas ndo expandidas,
respectivamente, apresentando um grau de similaridade de + 0,80, querendo dizer que a
maioria das bandas obtida nestes dois individuos seriam iguais. Na Figura 24, esta
representado um gel de electroforese com produtos de amplificacdo apés PCR com o

primer 899.
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Figura 24. Gel de eletroforese ap6s amplificacdo com primer 899. M-Marcador molecular de 10000bp;
1- Individuo Al; 2-Individuo A2; 3-Individuo A3; 4- Individuo A4; 5- Individuo A5; 6- Individuo A6; 7-
Individuo A7; 8- Individuo B1; 9- Individuo B2; 10- Individuo B3; 11- Individuo B4; 12- Individuo B5;
13- Individuo B6; 14- Individuo B7; 15- Amostra de coentro in vivo; 16-Controlo negativo.

Nesta imagem do gel pode-se verificar a existéncia de bandas semelhantes entre
os individuos B4 (n°11) e B6 (n°13), verificando-se também que a amostra de coentros
in vivo (n°15) é completamente diferente em termos de amplificacdo de bandas em
comparagdo com os restantes individuos, e como seria de esperar no controlo (n°16) nao
houve qualquer amplificacdo o que significa a inexisténcia de bandas inespecificas
provocadas pela contaminacdo das amostras.

No dendograma pode-se ainda verificar a existéncia do cluster lla que engloba a
maioria dos individuos cultivados in vitro, tendo um indice de similaridade de * 0,80.
N&o ha qualquer espécie de padrdo na distribuicdo dos individuos ao longo deste
cluster, havendo sim a formacdo de clusters entre eles, com um indice de similaridade
superior a 0,90, o que significa que as amostras sdo muito semelhantes entre si. No
entanto, as caracteristicas fenotipicas segundo as quais foram agrupados ndo explicam a
formacdo destes pequenos clusters. Em dltima instancia significa que o lote de
sementes, a partir do qual foram cultivados e crescidos in vitro estas linhas A e B (e
consequentemente os 14 individuos), apresenta uma grande variabilidade. Estes

resultados foram também descritos por Lopez et al (2008), ap6s a analise do cluster
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obtido entre 60 populagdes de coentro com recurso a marcadores AFLP. Estas
populagbes tinham sido também separadas e analisadas fenotipicamente por
Diederichsen (1996), ndo tendo Lopez et al obtido qualquer correspondéncia entre os
grupos separados fenotipicamente e o cluster obtido através da analise molecular.
Novamente, estes resultados podem ser explicados pela grande variedade intraespecifica
em Coriandrum sativum, que pode ndo estar directamente relacionada com factores

genéticos agrupaveis através de ISSR ou AFLP.
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4. Concluséo

Desde a descoberta da capacidade de totipoténcia das células vegetais que a
cultura in vitro se tornou uma ferramenta essencial para o estudo e producdo de
metabolitos sectndarios, entre outras aplicacdes. Utilizando varias combinacdes de
fitorreguladores podem ser obtidas diferentes partes da planta em estudo
nomeadamente, folhas, flores ou mesmo células indiferenciadas, calli.

A cultura in vitro de coentro foi realizado em meio MS suplementado com 0,1
mg/l IBA, 0,1 mg/l BAP e 0,9% &gar, ao contréario de outros autores que utilizaram
meios distintos, mas que ndo conseguiram culturas com estabilizacdo fenotipica durante
tanto tempo (Kataeva & Popowich, 1993; Steward et al 1969). Este facto pode ser
explicado, realmente, pelo uso de fitorreguladores e meios basais distintos. A variacao
fenotipica encontrada entre as duas linhas obtidas neste estudo, coloracdo purpura
presente na linha A (mas ndo na linha B), vai de encontro a outros estudos
desenvolvidos por Diederichsen (1996) que descreveram uma variacdo intraespecifica
do coentro provocada pela acumulacdo de antocianinas. No entanto, parecem nao haver
estudos sobre a obtencao in vitro de uma linha com 0o mesmo comportamento fenotipico
da linha A, obtida no presente trabalho. Apesar de ser notdrio que a linha B cresceu
mais nas primeiras semanas de cultura e de ter apresentado uma melhor relacdo massa
seca/massa fresca, em comparacdo com a linha A, teve uma RGR mais baixa
significando isto que, em termos de massa, a linha B pode acumular mais 4gua nos seus
tecidos ndo formando mais biomassa, para além de na Ultima semana do seu
crescimento ter sofrido um declinio bastante acentuado. Pelo contrario, a linha A
manteve um ritmo de crescimento bastante mais estavel e apresentou também uma RGR
mais elevada. Estes resultados sugerem que a producdo de antocianinas (metabolitos
secundarios) pela linha A, pode limitar o crescimento no principio do ciclo de
micropropagacdo devido ao redireccionamento de esqueletos de carbono e energia para
a acumulacdo de metabolitos secundarios em detrimento do desenvolvimento de tecidos
e do proprio metabolismo primario. As condicBes inerentes a cultura in vitro podem ter
despoletado niveis de stresse oxidativo distintos nas duas linhas que, por sua vez,
desencadearam respostas metabdlicas diferentes, nomeadamente a producdo e
acumulacdo de antocianinas na linha A, o que a pode tornar uma fonte interessante
destes metabolitos secundarios. Os metabolitos secundarios desempenham um papel

importante na vida das plantas, evoluindo consoante as suas condi¢Oes externas e
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internas e podendo, assim, a sua composicdo ser alterada por véarios factores, bidticos e
abioticos.

Apesar do comportamento fenotipico especifico da linha A, o perfil de volateis
foi quantitativa e qualitativamente muito similar ao da linha B. Notdrio é o facto da
composicdo de volateis das plantas crescidas in vitro ser qualitativamente similar aos
volateis das sementes apesar de, quantitativamente, as diferencas serem evidentes e
muito diferentes das partes &ereas obtidas em condi¢des in vivo. Isto pode indicar uma
grande variabilidade intraespecifica entre as linhas obtidas in vitro e as partes aéreas in
vivo. O composto maioritario nas sementes foi o linalol, como j& descrito em outros
estudos anteriores e que o referem como um dos compostos volateis mais importantes
devido a sua ac¢do na manutencdo da qualidade do sabor de algumas plantas
(Lewinsohn et al, 2001). A accdo bioldgica dos compostos volateis assenta na
citotoxicidade, fototoxicidade, agente mutagénico nuclear e citoplasmatico,
carcinogénico, podendo ter propriedades antimutagénicas segundo Bakkali et al (2008).
Nas linhas A e B, 0os compostos maioritarios foram hidrocarbonetos monoterpenicos e
sesquiterpenos  oxigenados nomeadamente o B-felandreno, terpinoleno, -
sesquifelandreno e a-felandreno. O B-elemeno foi também encontrado no perfil de
volateis das linhas A e B apesar de numa percentagem muito baixa. Este composto tem
vindo a ganhar muita importancia na area da medicina pela sua capacidade indutora de
apoptose das células cancerigenas, tendo sido estudado por Zhu et al (2011) na inibicéo
da proliferacdo do gioblastoma humano.

O perfil de compostos lipofilicos, maioritariamente antioxidantes, das amostras
obtidas in vivo e in vitro foi, genericamente, diferente. As linhas A e B revelaram
auséncia de [B-caroteno, - e o-tocoferdis, um decréscimo em o-tocoferol, mas um
aumento em y-tocoferol e clorofilas em comparacdo com as amostras obtidas in vivo.
Curiosamente, em trabalhos prévios foi também observado um aumento dos niveis de -
tocoferol em micélio de fungos ectomicorrizicos produzidos in vitro, quando comparado
com os seus corpos de frutificacdo (Reis et al, 2011). Globalmente, a concentracdo de
compostos lipofilicos foi mais elevada nas amostras obtidas in vitro, principalmente na
linha A. As amostras crescidas in vivo demonstraram maior actividade antioxidante,
provavelmente devido a concentracdo mais elevada de compostos hidrofilicos,
maioritariamente antioxidantes, como acuUcares, fenois, flavonois e antocianinas. Além

disso, a linha A mostrou ser mais rico em pigmentos como as antocianinas e o licopeno.
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De uma forma geral, as amostras de coentro obtidas in vivo e in vitro podem ser
consideradas fontes ricas de flavondides. Estes fitoquimicos tém sido usados para
modificar a biossintese dos eicosandides (respostas anti-prostandides e anti-
inflamatorias), para proteger lipoproteinas de baixa densidade LDL da oxidacdo (o que
previne a formacdo da placa aterosclerética) e promovem o relaxamento da musculatura
lisa cardiovascular (efeitos anti-hipertensivos e anti-arritmicos), tendo também
propriedades antivirais e anticarcinogénicas (Middleton et al, 2005). Foi também
descrito que o coentro tem propriedades quelantes, sendo um efetivo agente
farmacéutico na remocdo de metais pesados (Nambiar et al., 2010). Apesar das
quantidades de antocianinas presentes no linha de coentro A serem relativamente baixas
(concentracdo total de antocianinas 6,71 pg/kg dw) comparados com outros
flavonoides, tem vindo a ser demonstrado que estes compostos tém também varios
efeitos nos vasos sanguineos, plaquetas e lipoproteinas, tendo a capacidade de diminuir
doencas coronarias, assim como uma grande variedade de outras actividades bioldgicas,
incluindo actividade antioxidante, anti-inflamatoria, antimicrobiana e anti-carcinogénica
(Mazza, 2007). Assim sendo, a presenca de antocianinas valoriza o potencial
fitogquimico das amostras.

Em termos moleculares observou-se uma diferenca significativa entre o0s
coentros cultivados in vitro e as partes aéreas obtidas in vivo, apresentando um indice de
similaridade menor que 0,30. No entanto, relativamente as linhas obtidas in vitro (linhas
A e B) ndo foram observadas diferencas significativas entre as mesmas, apesar dos
resultados revelarem alguma variedade genética presente no lote de sementes a partir do
qual foram originadas. De uma maneira geral, os agrupamentos obtidos pela anéalise
molecular ndo estdo de acordo com a separacdo estabelecida com base nos tragos
fenotipicos, como ja tinha sido observado por L6pez et al (2008).

Apesar das diferencas encontradas entre as linhas obtidos in vitro serdo
necessarios mais estudos para compreeender as condi¢es que conduzem as diferencas
fenotipicas desenvolvidas nas mesmas. Contudo, a cultura in vitro pode ser usada para
explorar novas potencialidades industriais, farmacéuticas e medicinais, através da
producdo de metabolitos secundarios nomeadamente, Oleos essenciais, flavonas,

flavondis e antocianinas.

Caracterizacdo quimica e molecular de Coriandrum sativum in vivo e in vitro 101



eferéncias bibliograficas




INSTITUTO POLITECNICO A AT L
@ lpb DE BRAGAN Referéncias bibliograficas

5. Referéncias bibliogréficas

Abidi SL (2000) Chromatographic analysis of tocol-derived lipid antioxidants, J.
Chromatog. A, 881, 197-216.

Agarwal M, Shrivastava N, Padh H (2008) Advances in molecular marker techniques
and their application in plant sciences, Plant Cell. Rep., 27, 617-631.

Aguilera Y, Duefias M, Estrella I, Hernandez T, Benitez V, Esteban RM, Martin-
Cabrejas AM (2010) Evaluation of phenolic profile and antioxidant properties of
pardina lentil as affected by industrial dehydration. J. Agric. Food Chem., 58,
10101-10108.

Aharoni A, Galili G (2011) Metabolic engineering of the plant primary-secondary
metabolism interface. Curr. Opin. Biotechnol., 22, 239-244.

Ali SS, Kasoju N, Luthra A, Singh A, Sharanabasava H, Sahu A (2008) Indian
medicinal herbs as source of antioxidants. Food Res. Int., 41, 1-15.

Alonso-Salces R.M., Guillou C., Berrueta L.A (2009). Liquid chromatography coupled
with ultraviolet absorbance detection, electrospray ionization, collision induced
dissociation and tandem mass spectrometry on a tripe quadrupole for the on-line
characterization of polyphenols and methylxanthines in green coffee beans. Mass
Spectr., 23, 363-383.

Amarowicza R., Peggb RB, Rahimi-Moghaddamc P, Barld BL, Weilc JA (2004) Free-
radical scavenging capacity and antioxidant activity of selected plant species from
the Canadian prairies. Food Chem., 84, 551-562.

Anilakumar KR, Nagaraj NS, Santhanam K (2001) Effects of coriander seeds on
hepachorocyclohexane induced lipid peroxidation in rat liver. Nutr. Res., 21, 1455-
1462.

Bakkali F., Averbeck S, Averbeck D, ldaomar M (2008) Biological effects of essential
oils — A review. Food Chem. Toxicol., 46, 446-475.

Balasundram N, Sundram K, Samman S (2006) Phenolic compounds in plants and agri-
industrial by-products: Antioxidant activity, occurrence, and potential uses. Food

Chem., 99, 191-203.
Begnami AF, Duarte MCT, Furletti V, Rehder VLG (2010) Antimicrobial potential of

Coriandrum sativum L. against different Candida species in vitro. Food Chem., 118,
74-717.

Caracterizacdo quimica e molecular de Coriandrum sativum in vivo e in vitro 103


http://www.springerlink.com/content/?Author=Milee+Agarwal
http://www.springerlink.com/content/?Author=Neeta+Shrivastava
http://www.springerlink.com/content/?Author=Harish+Padh

INSTITUTO POLITECNICO A AT L
@ lpb DE BRAGAN Referéncias bibliograficas

Berker Kl, Guglii K, Tor i, Apak R (2007) Comparative evolution of Fe(IlI) reducing
power-based antioxidant capacity assays in the presence of phenanthroline, batho-
phenanthroline, tripyridyltriazine (FRAP), and ferricyanide reagents. Talanta, 72,
1157-1165.

Bertini CHM, Pinheiro EAR, Nobrega GN, Duarte JML (2010) Desempenho
agrondbmico e divergéncia genética de genbtipos de coentro, Revista Ciéncia
Agrbmica), 41, 409- 416.

Bewley JD, Black M (1994) Seeds- Physiologi of development and germination,
Second Edition, Plenum Press, New York.

Bhandari MM, Gupta A (1991) Variation and association analysis in coriander,
Euphitica), 58, 1-4.

Bhuiyan NI, Begum J, Sultana M (2009) Chemical composition of leaf and seed
essential oil of Coriandrum sativum L. from Bangladesh. Bangladesh J Pharmacol.,
4, 150-153.

Blokhina O, Virolainen E, Fagerstedt KV (2003) Antioxidants, oxidative damage and
oxygen deprivation stress: A review. Ann. Botan., 91, 179-194.

Bochra L, Zoghlami N, Lamine M, Kouki K, Ghorbel A, Mougou A (2011) RAPD-
based assessment of genetic diversity among annual caraway (Carum carvi)
populations, Eur. J. Bioasai., 5, 37-47.

Bondet V, Brand-Williams W & Berset C (1997) Kinetics and mechanisms of
antioxidant activity using DPPH free radical method, Lebenson Wiss Technol., 30
609-615.

Bussell JD, Waycott M, Chappill JA (2005) Arbitrarily amplified DNA markers as
characters for phylogenetic inference, Persp. Plant Ecol. Evol. Syst.7, 3-26.

Cantore P, lacobellis NS, Marco A, Capasso F, Senatore F (2004) Antibacterial activity
of Coriandum sativum L. and Foeniculum vulgare Miller Var. vulgare (Miller)
essential oils. J. Agric. Food Chem., 52, 7862-7866.

Cavagnaro PF, Chung SM, Manin S, Yildiz M, Ali M, Alessandro MS, lorizzo M,
Senalik DA, Simon PW (2011) Microsatellite isolation and marker development in
carrot genomic distribution, linkage mapping, genetic diversity analysis and marker
transferability across. Apiaceae, doi: 10.1186/1471-2164-12-386.

Chen W, Viljoen AM (2010) Geraniol — A review of a commercially important
fragrance material, South African J. Botan., 76, 643-651.

Caracterizacdo quimica e molecular de Coriandrum sativum in vivo e in vitro 104



INSTITUTO POLITECNICO A AT L
@ lpb DE BRAGAN Referéncias bibliograficas

Coelho MT (1999) Influéncia da concentragdo de CO2 na aclimatizagdo de plantas de
castanheiro regeneradas in vitro. Master Thesis, Universidade de Evora, Portugal.
Council of Europe (COE) (2007), European Directorate for the quality of medicines.

European Pharmacapeia 6™ Edition. Strasbourg.

Cseke LJ, Kirakosyan A, Kaufman PB, Warber S, Duke JA, Brielmann HL (2006)
Natural products from plants; Second Edition, Taylor and Francis, UK.

Daly T, Jiwan MA, O'Brien NM (2010) Carotenoid content of commonly comsumed
herbs and assessment of their bioaccessibility usig an in vitro digestion model. Plant
Foods Hum. Nutr., 65, 164-169.

Diederichsen A (1996) Coriander, Coriandrum Sativum L., IPGRI, Gatersleben.

Dodds JH, Roberts JW (1985) Experiments in plant tissue culture, Second edition,
Cambridge University Press, USA.

Duefias M, Estrella I, Hernandez T (2004). Occurrence of phenolic compounds in the
seed coat and the cotyledon of peas (Pisum sativum L.). Eur. Food Res. Technol.,
219, 116-123.

Ellis BE (1994) Genetic engineering of plant secondary metabolism, Rec. Adv.
Phytopatol., 28, 368.

Farmacopeia Portuguesa VI1II (CPF), 2005. Ed. Infarmed, Lisboa.

Ferreres F, Gil-lzquierdo A, Andrade PB, Valentdo P, Tomas-Barberan FA (2007)
Characterization of C-glycosyl flavones O-glycosylated by liquid chromatography-
tandem mass spectrometry. J. Chromatog. A, 1161, 214-223.

Ferreres F, Gil-lzquierdo A, Vinholes J, Grosso C, Valentdo P, Andrade PB (2011)
Approach to the study of C-glycosyl acylated with aliphatic and aromatic acids from
Spergularia rubra by high-performance liquid chromatography-photodiode array
detection/electrospray ionization multi-stage mass spectrometry. Mass Spec., 25,
700-712.

Ferreres F, Silva BM, Andrade PB, Seabra RM, Ferreira MA (2003) Approach to the
study of C-glycosyl flavones by ion trap HPLC-PAD-ESI/MS/MS: Application to
seeds of quince (Cydonia oblonga). Phytochem. Anal., 14, 352-390.

Figueiredo AC, Barroso JG, Pedro LG, Scheffer JJC (2008) Factors affecting secondary
metabolite production in plants: volatile compounds and essential oils. Flav. Frag. J.,
23, 213-226.

Caracterizacdo quimica e molecular de Coriandrum sativum in vivo e in vitro 105


http://www.amazon.com/s/ref=ntt_athr_dp_sr_2/189-7131883-1150228/189-7131883-1150228?_encoding=UTF8&sort=relevancerank&search-alias=books&field-author=Ara%20Kirakosyan
http://www.amazon.com/s/ref=ntt_athr_dp_sr_3/189-7131883-1150228/189-7131883-1150228?_encoding=UTF8&sort=relevancerank&search-alias=books&field-author=Peter%20B.%20Kaufman
http://www.amazon.com/s/ref=ntt_athr_dp_sr_4/189-7131883-1150228/189-7131883-1150228?_encoding=UTF8&sort=relevancerank&search-alias=books&field-author=Sara%20Warber
http://www.amazon.com/s/ref=ntt_athr_dp_sr_5/189-7131883-1150228/189-7131883-1150228?_encoding=UTF8&sort=relevancerank&search-alias=books&field-author=James%20A.%20Duke
http://www.amazon.com/s/ref=ntt_athr_dp_sr_6/189-7131883-1150228/189-7131883-1150228?_encoding=UTF8&sort=relevancerank&search-alias=books&field-author=Harry%20L.%20Brielmann

INSTITUTO POLITECNICO A AT L
@ lpb DE BRAGAN Referéncias bibliograficas

Garcia-Marino M, Hernandez-Hierro JM, Rivas-Gonzalo JC, Escribano-Bailon MT
(2010) Colour and pigment composition of red wines obtained from co-maceration of
Tempranillo and Graciano varieties. Anal. Chim. Acta, 660, 134-142.

Gaspar T, Kevers C, Penel C, Greppin H, Reid DM, Thorpe T (1996) Plant hormones
and plant growth regulators in plant tissue culture. In Vitro Cell. Dev. Biol, 2, 272-
289.

Gaudeul M, Bottraud IT, Barjon F, Manel S (2004) Genetic diversity and differentiation
in Eryngium alpinum L. (Apiaceae): comparison of AFLP and microsatellite
markers. Heredity, 92, 508-518.

Gersbach PV, Wyllie SG, Sarafis V (2001) A new histochemical method for
localization of the site of monoterpene phenol accumulation in plant secondary
structures, Ann. Botan., 88, 521-525.

Gil A, Fuente E, Lenardis AE, Pereira ML, Suarez SA, Bandoni A, Baren C, Lira PL
and Ghersa CM (2002) Coriander essential oil composition from two genotypes
grown in different environmental conditions. J. Agric. Food Chem., 50, 2870-2877.

Grosso C, Ferraro V, Figueiredo AC, Barroso JG, Coelho JA, Palavra AM (2008)
Supercritical carbon dioxide extraction of volatile oil from Italian coriander seeds.
Food Chem., 111, 197-203.

Guerra NB, Melo EA, Filho JM (2005) Antioxidant compounds from coriander
(Coriandrum Sativum L.) etheric extract. J. Food Compos. Anal., 18, 193-199.

Guimardes R, Barros L, Carvalho AM, Ferreira ICFR (2010) Studies on chemical
constituents and bioactivity of Rosa microntha: An alternative antioxidants source
for food, pharmaceutical or cosmetic applications, J. Agric. Food Chem., 58, 6277-
6284.

Hartmann T (2007) From waste products to echochemicals: fifty years research of plant
secondary metabolism. Phytochemestry, 68, 2831-2846.

Hazarika BN (2006) Morpho-physiological and adaptation in vitro culture plants, Scien.
Horti., 108, 105-120.

Higashiyama T (2002) Novel functions and applications of trehalose. Pure Appl. Chem.,
74, 1263-1269.

Hopkins NG, Huner NP (2004) Introduction to plant physiology, John Wiley & Sons
editors, 3°Ed. USA, ISBN-0-471-37917-4.

Caracterizacdo quimica e molecular de Coriandrum sativum in vivo e in vitro 106



INSTITUTO POLITECNICO A AT L
@ lpb DE BRAGAN Referéncias bibliograficas

Huber DJ (2008) Suppression of ethylene responses through application of 1-
methylcyclopropene: A powerful tool for elucidating ripening and senescence
mechanisms in climacteric and nonclimacteric fruits and vegetables. Horti. Sci., 43,
106-111.

Ignat I, Volf I, Popa VI (2011). A critical review of methods for characterization of
polyphenolic compounds in fruits and vegetables. Food Chem., 126, 1821-1835.

Illes V, Daood HG, Perneczki S, Szokonya L, Then M (2000) Extraction of coriander

seed oil by CO, and propane at super- and subcritical conditions, J. Supercrit. Flui.,
17, 177-186.

Isabella M, Lee BL, Lim MT, Koh W-P, Huang D, Ong CN (2010) Antioxidant activity
and profiles of common vegetables in Singapore. Food Chem., 120, 993-1003.

Jump AS, Pefiuelas J (2007) Extensive spatial genetic structure revealed by AFLP but
not SSR molecular markers in the wind-pollinated tree, Fagus sylvatica. Molec.
Ecol., 16, 925-936.

Justesen U, Knuthsen P (2001) Composition of flavonoids in fresh herbs and calculation
of flavonoid intake by use of herbs in tradicional Danish dishes. Food Chem., 73,
245-250.

Kalia RK, Rai MK, Kalia S, Singh R, Dhawan RA (2011) Microsatellite markers: on
overview of the recent progress in plants. Euphytica, 177, 309-334.

Kataeva NV, Popowich EA (1993) Maturation and rejuvenation of Coriandrum sativum
shoot clones during micropropagation. Plant Cell. Tiss. Org. Cul., 34, 141-148.

Kedare SB, Singh RP (2011) Genesis and development of DPPH method of antioxidant
assay. J. Food Sci. Technol., 48, 412-422.

Kim SW, Park MK, Liu JR (1996) High frequency plant regeneration via somatic
embryogenesis in cell suspension cultures of coriander (Coriandrum sativum L.).
Plant Cell Rep., 15, 751-753.

Klein BP, Perry AK (1982) Ascorbic acid and vitamin A activity in selected vegetables
from different geographical areas of the United States. J. Food Sci., 47, 941-945

Krishnaiah D, Sarbatly R, Nithyanandam R (2011) A review of the antioxidant potential
of medicinal plant species. Food Bioprod. Prod., 89, 217-233.

Kroymann J (2011) Natural diversity and adaptation in plant secondary metabolism,
Curr. Opin. Plant Biol., 14, 246-251.

Caracterizacdo quimica e molecular de Coriandrum sativum in vivo e in vitro 107



INSTITUTO POLITECNICO A AT L
@ lpb DE BRAGAN Referéncias bibliograficas

Kumar P, Gupta VK, Misra AK, Modi DR, Pandey BK (2009) Potential of molecular
markers in Plant Biotechnology. Plant Omics J., 2, 141-162.

Laguere M, Lecomte J, Villeneuve P (2007) Evaluation of the ability of antioxidants to
counteract lipid oxidation: Existing methods, new trends and challenges. Prog. Lip.
Resear., 46, 244-282.

Lanfer-Marquez UM, Barros RMC, Sinnecker P (2005) Antioxidant activity of
chlorophylls and their derivatives. Food Res. Int., 38, 885-891.

Lee ECM, Fossard RA (1974) The effects of various auxins and cytokins on the in vitro
culture of stem and lignotuber tissue of Eucalyptus Bancroftii Maiden. New Phytol.,
73, 707-717.

Letizia CS, Cocchiara J, Lalko J, Api AM (2003) Fragrance material review on linalool.
Food Chem. Toxicol., 41, 943-964.

Lewinsohn E, Schalechet F, Wilkinson F, Matsui F, Tadmor Y, Nam KN, Amar O,
Lastochkin E, Larkov O, Ravid U, Hiatt W, Gepstein S, Pichersky E (2001)
Enhanced levels of the aroma and flavor compound S-Linalool by metabolic
engineering of the terpenoid pathway in tomato fruits. Plant Physiol., 127, 1256-
1265.

Lobo A, Lourenco A (2007) Biossintese dos produtos naturais, Coleccdo Ensino da
Ciéncia e tecnologia, IST press, Lisboa.

Lopez-Amords ML, Estrella 1, Herndndez T (2006). Effect of germination on legume
phenolic compounds and their antioxidant activity. J. Food Compos. Anal., 19, 277—
283.

Lopez MD, Jordan MJ, Pascual-Villalobos MJ (2008) Toxic compounds in essential oils
of coriander, caraway and basil active against stored rice pests. J. Stor. Prod. Res.,
44, 273-278.

Lopez, PA, Widrlechner MP, Simon PW, Rai S, Boylston, TD, Isbell T, Bailey TB,
Gardner CA, Wilson LA (2008), Assessing phenotypic, biochemical and molecular
diversity in coriander (Coriandrum sativum L.) germoplasm. Genet. Res. Crop.
Evol., 55, 247-275.

Mahmoud SS, Croteau RB (2002) Strategies for transgenic manipulation of
monoterpene biosynthesis in plants, Trends Plant Sci.., 7, 366-373.

Makunga NP, Jager AK, Staden JV (2006) Improved in vitro rooting and hyperhydricity
in regenerating tissues of Thapsia garganica L. Plant Cell Tiss. Organ Cult., 86, 77—
86.

Caracterizacdo quimica e molecular de Coriandrum sativum in vivo e in vitro 108


http://www.plantphysiol.org/search?author1=Efraim+Lewinsohn&sortspec=date&submit=Submit
http://www.plantphysiol.org/search?author1=Fernond+Schalechet&sortspec=date&submit=Submit
http://www.plantphysiol.org/search?author1=Jack+Wilkinson&sortspec=date&submit=Submit
http://www.plantphysiol.org/search?author1=Kenji+Matsui&sortspec=date&submit=Submit
http://www.plantphysiol.org/search?author1=Yaakov+Tadmor&sortspec=date&submit=Submit
http://www.plantphysiol.org/search?author1=Kyoung-Hee+Nam&sortspec=date&submit=Submit
http://www.plantphysiol.org/search?author1=Orit+Amar&sortspec=date&submit=Submit
http://www.plantphysiol.org/search?author1=Elena+Lastochkin&sortspec=date&submit=Submit
http://www.plantphysiol.org/search?author1=Olga+Larkov&sortspec=date&submit=Submit
http://www.plantphysiol.org/search?author1=Uzi+Ravid&sortspec=date&submit=Submit
http://www.plantphysiol.org/search?author1=William+Hiatt&sortspec=date&submit=Submit
http://www.plantphysiol.org/search?author1=Shimon+Gepstein&sortspec=date&submit=Submit
http://www.plantphysiol.org/search?author1=Eran+Pichersky&sortspec=date&submit=Submit

INSTITUTO POLITECNICO A AT L
@ lpb DE BRAGAN Referéncias bibliograficas

Manda KR, Adams C, Ercal N (2010) Biologically important thiols in aqueous extracts
of spices anda evaluation of their in vitro antioxidant properties. Food Chem., 118,
589-593.

Marero LM, Homma S, Aida K, Fujimaki M (1986) Changes in the tocopherol and
unsaturated fatty acid constituents of spices after pasteurization with superheated
steam. J. Nutr. Sci. Vitaminol. (Tokyo), 32, 131-136.

Marriott PJ, Shellie R, Cornwell C (2001) Gas chromatographic technologies for the
analysis of essential oils. J. Chromatog. A, 936, 1-22.

Martin KP (2004) Efficacy of different growth regulators at different stages of somatic
embryogenesis in Eryngium foetidum L. — A rare medicinal plant, In Vitro Cell. Dev.
Biol., 40, 459-463.

Martins D, Barros L, Carvalho AM, Ferreira ICFR (2011) Nutritional and in vitro
antioxidant properties of edible wild greens in Iberian Peninsula traditional diet.
Food Chem., 125, 488-494.

Matkowski A (2008) Plant in vitro culture, for the production of antioxidants - A
review. Biotechnol Adv., 26, 548-560.

Matasyoh JC, Maiyo ZC, Ngure RM, Chepkorir R (2009) Chemical composition and
antimicrobial activity of the essential oil of Coriandrum sativum. Food Chem., 113,
526-529.

Mazza G (2007) Anthocyanins and heart health. Ann Ist Super Sanita, 43, 369-374.

Meloa EA, Filho JM, Guerra NB (2005) Characterization of antioxidant compounds in
aqueous coriander extract (Coriandrum sativum L.). LWT, 38, 15-19.

Mendes MD, Lima AS, Trindade H, Correia Al, Barroso JG, Pedro LG, Figueiredo AC
(2011) ISSR molecular characterization and leaf volatiles analysis of Phittosporium
unculatum Vent. Naturalized in the Azores archipelago (Portugal). Ind. Crops Prod.,
33, 710-719.

Mendes MD, Trindade H, Figueiredo AC, Pedro LG, Barroso JG (2009) Chaerophyllum
azoricum Trel. Grown in the Azores archipelago, Portugal: evaluation of the genetic
diversity using molecular markers and comparison with volatile profiles, Flav. Frag.
J., 24, 259-264.

Mendes MD, Trindade H, Figueiredo AC, Pedro LG, Barroso (2009) Volatile and
molecular characterization of two Portuguese endemic species: Angelica dignescens

and Melanoselium decipiens, Biochem. Syst. Ecol., 37, 98-105.

Caracterizacdo quimica e molecular de Coriandrum sativum in vivo e in vitro 109


http://www.citeulike.org/author/Mendes:MD
http://www.citeulike.org/author/Lima:AS
http://www.citeulike.org/author/Trindade:H
http://www.citeulike.org/author/Correia:AI
http://www.citeulike.org/author/Barroso:JG
http://www.citeulike.org/author/Pedro:LG

INSTITUTO POLITECNICO A AT L
@ lpb DE BRAGAN Referéncias bibliograficas

Middleton E Jr, Kandaswami C, Theoharides TC (2005). The effects of plant flavonoids
on mammalian cells: implications for inflammation, heart disease and cancer.
Pharmacol. Rev., 52, 673-751.

Milardovi¢ S, Ivekovi¢ D, Grabaric BS (2006) A novel amperometric method for
antioxidant activity determination using DPPH free radical. Biochemistry., 68, 175-
180.

Millam S, Mitchell S, Craig A, Paoli M, Moscheni E, Angelini L (1997) In vitro
manipulation as a mean for accelerated improvement of some new potential oil crop
species. Ind. Crops Prod., 6, 213-219.

Misharina TA, Samusenko AL (2008) Antioxidant properties of essential oils from
lemon, Grapefruitt, Coriander, Clove and their mixtures. App. Biochem. Microbiol.,
45, 438-442.

Mishra K, Ojha H, Chaudhury NK (2012) Estimation of antiradical properties of
antioxidants using DPPH assay: A critical review and results. Food Chem., 130,
1036-1043

Mohamed MA-H, Alsadon AA (2010) Influence of ventilation and sucrose on growth
and leaf anatomy of micropropagated potato plantlets, Sci. Hort., 123, 295-300.

Mohapatra H, Barik DP, Rath SP (2008) In vitro regeneration of medicinal plant
Centella asiatica. Biol. Plant., 52, 339-342.

Moon JK, Shibamoto T (2009) Antioxidant assays for plant and food components J.
Agric. Food Chem., 57, 1655-1666.

Msaada K, Hosni K, Taarit BM, Chahed T, Kchouk ME, Marzouk B (2007) Changes on
essential oil composition of coriander (Coriandrum sativum L.) fruits during three
stages of maturity. Food Chem., 102, 1131-1134.

Msaada K, Taarit BM, Hosni K, Hammami M, Marzouk B (2009) Regional and
maturational effects on essential oils yields and composition of coriander
(Coriandrum sativum L.) fruits. Sci. Hort. Amsterdam, 122, 116-124.

Mulder-krieger TH, Verpoorte R, Svendsen AB, Scheffer JJC (1988) Production of
essential oils and flavours in plant cell and tissue cultures. A review. Plant Cell. Tiss.
Organ Cult., 13, 85-154.

Murashige T, Skoog F (1962) A revised medium for rapid growth and bioassays with
tobacco tissue cultures. Physiol. Plant., 15, 473-497.

Caracterizacdo quimica e molecular de Coriandrum sativum in vivo e in vitro 110


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Milardovi%C4%87%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ivekovi%C4%87%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Grabari%C4%87%20BS%22%5BAuthor%5D

INSTITUTO POLITECNICO A AT L
@ lpb DE BRAGAN Referéncias bibliograficas

Murthy HN, Hahn EJ, Paek KY (2008) Recurrent somatic embryogenesis and plant
regenerationin Coriandrum sativum L.. Sci. Hort., 118, 168-171.

Nagata M, Yamashita | (1992) Simple method for simultaneous determination of
chlorophyll and carotenoids in tomato fruit. Nippon Shokuhin Kogyo Gakkaish, 39,
925-928.

Nambiar VS, Daniel M, Guin P (2010). Characterization of polyphenols from coriander
leaves (Coriandrum sativum), red amaranthus (A. paniculatus) and green amaranthus
(A. frumentaceus) using paper chromatography: and their health implications. J.
Herb. Med. Toxicol., 4, 173-177.

Natalia D, Eran P, Jonathan G (2004) Biochemistry of plant volatiles. Plant Phys., 135,
1893-1902.

Neffati M, Marzouk B (2008) Changes in essential oil and fatty acid composition in
coriander (Coriandrum sativum L.) leaves under saline conditions. Ind. Crop. Prod.,
28, 137-142.

Niki E (2010) Assessment of antioxidant capacity in vitro and in vivo. Free Rad. Biol.
Med., 49, 503-515.

Oksman-Caldentey KM, Inzé D (2004). Plant cell factories in the post-genomic era:
New ways to produce designer secondary metabolites. Trend. Plant Sci., 9, 433-440.

Ormefio E, Fernandez C, Mevy JP (2007) Plant coexistence alters terpene emission and
content of Mediterranean species, Phytochemistry, 68, 840-852.

Pereira A (1999) SPSS-Guia pratico de utilizacdo de SPSS: Anélise de dados para
ciéncias socialis e psicologia, Segunda Edicdo, Edi.Sil. Lda., Lisboa.

Plunkett GM, Soltis DE, Pamela DS (1996) Evolutionary patterns in Apiaceae:
Inference based on matk sequence data. Syst. Bot., 21, 477-495.

Potter TL (1996) Essential oil composition of cilantro. J. Agric. Food Chem., 44, 1824—
1826.

Pourmortazavi SM, Hajimirsadeghi SS (2007) Supercritical fluid extraction in plant
essential and volatile oil analysis. J. Chromatog. A, 1163, 2-24.

Qiu FC, Kong H. (2004) Genetic variation in the endongened and endemic species
Changium smynioides (Apiaceae), Biochem. Syst. Ecol., 32, 583-596.

Quereshi SN, Anwar R, Kashif M & Ghafoor A (2009) Evaluation of winter vegetables
for genetic divergence and characterization of genotypes. Pak. J. Bot., 41, 1117-
1126.

Caracterizacdo quimica e molecular de Coriandrum sativum in vivo e in vitro 111


http://www.sciencedirect.com/science/journal/00219673

INSTITUTO POLITECNICO A AT L
@ lpb DE BRAGAN Referéncias bibliograficas

Ramadan MF, Kroh LW, Morsel J-T (2003) Radical scavenging activity of black cumin
(Nigella sativa L.), coriander (Coriandrum sativum L.) and niger (Guizotia
abyssinica Cass) crude seed oils and oil fraction. J. Agric. Food Chem., 51, 6961-
6969.

Ramadan MF, Morsel JT (2003) Analysis of glycolipids from black cumin (Nigella
sativa L.), coriander (Coriandrum sativum L.) and niger (Guizotia abysshica Cass.)
oilseeds. Food Chem., 80, 197-204.

Ramadan MF, Morsel JT (2002) Oil composition of coriander (Coriandrum sativum L.)
fruit seeds. Eur. Food Res. Technol., 215, 204-2009.

Ravi R, Prakash M, Bhat KK (2007). Aroma characterization of coriander (Coriandrum
sativum L.) oil samples. Eur. Food Res. Technol., 225, 367-374.

Reddy MP, Sarla N, Siddig EA (2002) Inter simple sequence repeat (ISSR)
polymorphism and its application in plant breedind, Euphytica., 118, 9-17.

Reis FS, Ferreira ICFR, Barros L, Martins A (2011) A comparative study of tocopherols
composition and antioxidant properties of in vivo and in vitro ectomycorrhizal fungi.
LWT, 44, 820-824

Rodrigues-Amaya DB (2010) Quantitative analysis, in vitro assessment of
bioavailability and antioxidant activity of food carotenoids-A review. J. Food
Compos. Anal., 23, 726-740.

Roginsky V, Lissi EA (2005) Review of methods to determine chain-breaking
antioxidant activity in foods. Food Chem., 92, 235-254.

Rohlf JF (1992) NTSYS-pc, Numerical taxonomy and multivariate analysis system.
Applied Bioest. New York.

Samaranayaka AGP, Li-Chan ECY (2011) Food-derived peptide antioxidants: A
review of their production, assessment and potential applications. J. Funct. Foods, 3,
229-254.

Samojlik I, Lakic N, Mimica-Dukic N, Dakovic-Svajcer K, Bozin B (2010) Antioxidant
and hepatoprotective potential of essential oils of coriander (Coriandrum Sativum L.)
and caraway (Carum carvi L.) (Apiaceae). J. Agric. Food Chem., 58, 8848-8853.

Scalbert A, Johnson IT, Saltmarsh M (2005) Polyphenols: antioxidants and beyond. Am.
J. Clin. Nutr., 81, 2155-21175.

Seigler DS (1998) Plant secondary metabolism, Kluwer Academic, USA, ISBN 0-412-
01981-7.

Caracterizacdo quimica e molecular de Coriandrum sativum in vivo e in vitro 112



INSTITUTO POLITECNICO A AT L
@ lpb DE BRAGAN Referéncias bibliograficas

Semagn K, Bjgrnstad A, Ndjiondjop MN (2006) An overview of molecular markers
methods for plants. Afr. J. Biotechnol., 5, 2540-2568.

Sharma RK, Waakhlu AK (2001) Adventitious shoot regeneration from petiole explants
of heracleum candicans wall. In vitro Cell. Dev. Biol., 37, 794-797.

Silva F, Ferreira S, Queiroz JA e Domingues FC (2011) Coriander (Coriandrum
sativum L.) essential oil: its antibacterial activity and mode of action evaluated by
flow cytometry. Med Microbiol., doi: 10.1099/jmm.0.034157-0.

Singh G, Kawatra A, Sehgal S (2001) Nutritional composition of selected green leafy
vegetables, herbs and carrots. Plant. Foods Hum. Nutr., 56, 359-364.

Sneath PHA (1957) The applicattion of computers in taxonomy. J. Gen. Microbiol., 17
201-226.

Sneath PHA, Sokal RR (1973) The principals and practice of numerical classification.
Freeman, S&o Francisco.

Sriti J, Wannes WA, Talou T, Mhamdi B (2010) Lipid, fatty acid and tocol distribution
of coriander fruit's different parts. Ind. Crops Prod., 31, 294-300.

Steward FC, Mapes MO e Ammirato PV (1969) Growth and morphogenesis in tissue
and free cell culture. Plant Phisio., 329, Academic Press.

Tanaka Y, Sasaki N, Ohmiya A (2008) Biosynthesis of plant pigments: anthocyanins,
betalins and carotenoids, The plant Jour. 54, 733-749.

Traber MG, Atkinson J (2003) Vitamin E, antioxidant and nothing more. Free Rad.
Biol. Med., 43, 4-15.

Triest L (2008) Molecular ecology and biogeography of mangrove trees towards
conceptual insights on gene flow and barriers: A review. Aqua. Botan., 89, 138-154.

Trindade H (2010) Molecular biology of aromatic plant and spices. A review. Flav.
Frag. J., 25, 272-281.

Uma PK, Geervani P, Eggum BO (1993) Common Indian spices: nutrient composition,
consumption and contribution to dietary value. Plant. Foods Hum. Nutr., 44, 137-
148.

Wang Y, Kumar PP (2004) Heterologous expression of Arabidopsis ERS1 causes
delayed senescence in coriander. Plant Cell Rep., 22, 678-683.

Wangensteen, H., Samuelsen, A.B. and Malterud, K.E. (2004). Antioxidant activity in
extracts from coriander. Food Chem., 88, 293-297.

Caracterizacdo quimica e molecular de Coriandrum sativum in vivo e in vitro 113


http://jmm.sgmjournals.org/search?author1=Filomena+Silva&sortspec=date&submit=Submit
http://jmm.sgmjournals.org/search?author1=Susana+Ferreira&sortspec=date&submit=Submit
http://jmm.sgmjournals.org/search?author1=Jo%C3%A3o+A.+Queiroz&sortspec=date&submit=Submit
http://jmm.sgmjournals.org/search?author1=Fernanda+C.+Domingues&sortspec=date&submit=Submit
http://jmm.sgmjournals.org/content/early/2011/08/23/jmm.0.034157-0.abstract#corresp-1

LITECNICO A AT L
@ lpb ':?‘EEEA”J ANCA Referéncias bibliograficas

Ward SM, Jasieniuk M (2009) Review: Sampling weedy and invasive plant populations
for genetic diversity analysis. Weed science, 57, 593-602.

Waridel P, Wolfender JL, Ndjoko K, Hobby KR, Major HJ, Hostettmann K (2001)
Evaluation of quadrupole time-of-flight tandem mass spectrometry and ion-trap
multiple-stage mass spectrometry for the differentiation of C-glycosidic flavonoids
isomers. J. Chromatog. A, 926, 29-41.

Wink M (2003) Evolution of secondary metabolites from an ecological and molecular
phylogenetic perspective, Phytochemistry, 64, 3-19.

Zhang W, Curtin C, Franco C (2002) Towars manipulation of post-biosynthetic events
in secondary. Enz. Microbiol. Tech., 30, 688-896.

Zhu T, Xu Y, Dong B, Zhang J, Wei Z, Xu Y, Yao Y (2011) B-Elemene inhibits
proliferation of human glioblastoma cells through the activation of glia maturation
factor B and induces sensitization to cisplatin. Oncol. Rep., 26, 405-13.

Zietkiewicz E, Rafalski A, Labuda D (1994), Genome Fingerprinting by Simple
Sequence Repeat (SSR)-Anchored Polymerase Chain Reaction Amplification.
Genomics., 20,176-183.

Zoubiri S, Baaliouamer A (2010). Essential oil composition of Coriandrum sativum

seed cultivated in Algeria as food grains protectant. Food Chem., 122, 1226-1228.

Caracterizacdo quimica e molecular de Coriandrum sativum in vivo e in vitro 114


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zhu%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Xu%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dong%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zhang%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wei%20Z%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Xu%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yao%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21519795

NEeXos

Caracterizacdo quimica e molecular de Coriandrum sativum in vivo e in vitro 115



6. Anexos

Al. Meio MS (Murashige & Skoog)

Designacdo Reagentes Formula quimica Concentragdo (mg/L) Marca
Nitrato de amonia NH;NO; 1650 Panreac (Espanha)
Nitrato de potassio KNO; 1900 Merck (Alemanha)
Cloreto de célcio dihidratado CaCL,.2H,0 440 Merck (Alemanha)
Macronutriertes Sulfato de magnésio heptahidratado MgS0,.7H,0 370 Merck (Alemanha)
Fosfato de potassio dihidrogenado KH,PO, 170 Merck (Alemanha)
Sédio-Férrico de tetra-acetato de etilenodiamina FeNaEDTA 80 Merck (Alemanha)
Mio-Inositol cis-1,2.35trans-4,0 10 Merck (Alemanha)
-Cyclohexanehexol
lodeto de potassio Kl 0,83 Pronalab (IMéxico)
Acido borico H3BO; 6,2 Merck (Alemanha)
Sulfato de Manganésio tetrahidratado MnS04.4H20 22,3 Merck (Alemanha)
Micronutrientes | Sulfato de zinco heptahridatado ZnS0,4.7H,0 8,6 Merck (Alemanha)
Molibdato de sddio hidratado NaMo04.2H20 0,25 Merck (Alemanha)
Sulfato de cobre pentahidratado CuS0,.5H,0 0,025 Merck (Alemanha)
Cloreto de cobalto hexahidratado CoCl,.6H,0 0,025 Merck (Alemanha)
Acido Nicotinico CgHsNO, 0,5 Merck (Alemanha)
Piridoxina CgH11NO3 0,5 Merck (Alemanha)
Vitaminas Tiamina HCI C1,Hg;CIN,OS-HCI 0,1 Merck (Alemanha)
Glicina C,HsNO, 20 Merck (Alemanha)
Acido ascorbico CgHsOg 5 Merck (Alemanha)
IBA (Acido indolbutirico) Cyo,H13NO, 0,1 Merck (Alemanha)
Fitorreguladores _ _ _
BAP (6-benzilaminopurina) CoHuNg 0,1 Fluka Chemic (Suica)
Sacarose CgH1206 30 Fisher Scientific (RU)
Outros Agér C1oH109 8 JMGS (Portugal)

pH

55




A2. Protocolo de extraccdo de DNA

Macerou-se cerca de 100mg dos caules e folhas em azoto liquido e adicionou-se
500uL de Tampao CPL, 2uL de RNAse (20mg/mL) ¢ 10uL de B-mercaptoetanol.
Misturou-se por inversdo e incubou-se durante 15 minutos a uma temperatura de 65°C.
Adicionou-se 800uL de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1), agitando no vortex e
posteriormente centrifugou-se durante 15 minutos a 10000g numa centrifuga (Sigma
2K15), a temperatura ambiente. Transferiu-se 300uL do sobrenadante para um novo
tubo de centrifuga e adicionou-se 150uL de Tampdo CXD e 300uL de etanol absoluto,
misturando em vortex até obter uma mistura homogénea, onde houve formacdo de
“novelos” de DNA. Numa coluna Hibind DNA colocou-se 100uL de Tampdo de
Equilibrio e deixou-se repousar durante 4 minutos a temperatura ambiente. Centrifugou-
se durante 20 segundos a velocidade méaxima da centrifuga (135009) e descartou-se o
liguido acumulado no tubo colector. Na coluna lavada colocou-se a amostra de DNA
incluindo o sedimento e centrifugou-se durante 1 minuto a 10000g para ligar o DNA,
descartando o liquido do tubo colector. Adicionou-se 700pL de Tampéo de Lavagem
diluido em etanol a 100%, centrifugou-se novamente durante 1 minuto a 10000g,
descartou-se o liquido do tubo colector, e efectuou-se nova lavagem. Centrifugou-se
novamente a velocidade maxima (13500g) durante 2 minutos para secar a amostra.
Colocou-se a coluna num novo microtubo, adicionou-se 100uL de Tampéo de Eluicéo
previamente aquecido a 65°C durante 5 minutos, e centrifugou-se a velocidade maxima
durante 1 minuto para eluir o DNA. Efectuou-se nova eluicdo com 100uL de Tampéo
de eluicdo. A concentracdo e qualidade do DNA foram analisadas por
espectrofotometria num Nanodrop a 260nm e 280nm, usando-se 1uL de amostra. Estas

foram diluidas a 10 ug.puL™ e armazenadas 4 °C.



A3. Sequéncias nucleotidicas dos 25 primers utilizados nas anélises de ISSRs.

Primer Sequéncia

807 AGAGAGAGAGAGAGAGT

812 GAGAGAGAGAGAGAGAA

823 TCTCTCTCTCTCTCTCC

825 ACACACACACACACACT

826 ACACACACACACACACC

827 ACACACACACACACACG

834 AGAGAGAGAGAGAGAGYT
835 AGAGAGAGAGAGAGAGYC
836 AGAGAGAGAGAGAGAGYA
840 GAGAGAGAGAGAGAGAYT
841 GAGAGAGAGAGAGAGAYC
846 CACACACACACACACART

857 ACACACACACACACACYG

858 TGTGTGTGTGTGTGTGRT

862 AGCAGCAGCAGCAGCAGC
866 CTCCTCCTCCTCCTCCTC

868 GAAGAAGAAGAAGAAGAA
880 GGAGAGGAGAGGAGA

892 TAGATCTGATATCTGAATTCCC
895 AGAGTTGGTAGCTCTTGATC
899 CATGGTGTTGGTCATTGTTCCA
900 ACTTCCCCACAGGTTAACACA
901 DHBCGACGACGACGACGA
903 BDBCACCACCACCACCAC

904 DDCCACCACCACCACCAC




A4. Espectros de massa

A4.1 Espectro de massa do composto Ul A
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AS5. Publicacdes em Congressos Internacionais



A6. Publicagdes em Revistas Internacionais



