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RESUMO

As plantas sdo fontes de muitos metabolitos secundarios bioativos que estiao
presentes em Orgdos incluindo folhas, caules, raizes e flores. Os metabdlitos
secundarios sdo usados em muitas industrias, incluindo corantes, processamento de
alimentos e industrias cosméticas, € no controle agricola, além de serem usados como
matérias-primas farmacéuticas por seres humanos. Por isso a procura ¢ grande;
portanto, ¢ necessario que sejam obtidos em grandes volumes, as grandes produgdes
podem ser alcangadas utilizando métodos biotecnoldgicos. Para isso, a biotecnologia
vegetal pode ser acionada por meio da cultura de tecidos vegetais associada ao cultivo
usando Diodos Emissores de Luz (LEDs). Nesse sentido, o presente estdgio
supervisonado foi realizando junto ao Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais do
Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO, com acompanhameto do cultivo
de plantas nativas in vitro associado ao uso de LEDs. Onde os objetivos foram: 1)
Ampliar o conhecimento pratico e conciliar com os conhecimentos tedricos referente
ao cultivo de plantas in vitro e II) Proporcionar contribui¢gdes de suma importancia para
a compreensdo das caracteristicas morfofisioldgicas ¢ o conteudo de metabolitos
secundarios das plantas nativas cultivadas in vitro sob diferentes qualidades de luz. O
estagio foi de grande valia, uma vez que consolidou os ensinamentos obtidos na
academia e possibilitou a oportunidade de relacionamento com profissionais com alto

padrdo de qualificacao.

Palavras-chave: Micropropagagdo, qualidade espectral, compostos biotivos.



ABSTRACT

Plants are sources of many bioactive secondary metabolites that are present in organs
including leaves, stems, roots and flowers. Secondary metabolites are used in many
industries, including dyes, food processing and cosmetic industries, and in agricultural
control, as well as being used as pharmaceutical raw materials by humans. That's why
the demand is great; therefore, it is necessary that they be obtained in large volumes,
large productions can be achieved using biotechnological methods. To achieve this,
plant biotechnology can be activated through plant tissue culture associated with
cultivation using Light Emitting Diodes (LEDs). In this sense, this supervised
internship was carried out at the Plant Tissue Culture Laboratory of the Instituto Federal
Goiano — Campus Rio Verde — GO, with monitoring of the cultivation of nativeplants in
vitro associated with the use of LEDs. Where the objectives were: I) Expandpractical
knowledge and reconcile it with theoretical knowledge regarding the cultivation of
plants in vitro and II) Provide extremely important contributions to the understanding
of the morphophysiological characteristics and the content of secondarymetabolites of
native plants cultivated in vitro under different qualities of light. The internship was of
great value, as it consolidated the lessons learned at the academy andprovided the

opportunity for relationships with professionals with a high standard of qualifications.

Keywords: Micropropagation, spectral quality, bioactive compounds.
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1. INTRODUCAO

A aplicacdo da tecnologia de cultivo de plantas in vitro destaca-se por oferecer
vantagens sobre o cultivo convencional, apresentando alternativas para o
aprimoramento da cultura em curto periodo de tempo, facilitando a multiplicacao e
obtencdo de matéria- prima de alta qualidade e controlando fatores ambientais (Uma
et al., 2023). Portanto, ¢ uma ferramenta importante para micropropagagao rapida e
conservacdo de espécies de plantas raras, endémicas ou ameagadas de extin¢do
(Rather et al., 2022). As técnicas aplicadas in vitro, t€tm a vantagem de produzir
compostos em condi¢des ambientais estéreis e controladas, em compara¢do com
cultivos convencionais de plantas (Chai et al., 2023).

Entre inumeros fatores, a luz destaca-se como um dos pardmetros mais
importantes para o sucesso da producdo de plantas in vitro, visto que participa
ativamente dos processos metabdlicos das plantas (Gongalves et al., 2023). O cultivo
in vitro nos permite escolher e definir facilmente a qualidade e a intensidade da luz
em que as mudas crescerdo, bem como a temperatura e o fotoperiodo, visto que as
mudas sdo comumente cultivadas em camara de crescimento ou sala (da Silva et al.,
2022). Varios fatores influenciam o crescimento e a fisiologia das plantulas cultivadas
in vitro, mas a luminosidade se destaca como o mais influente, o uso de diodos
emissores de luz (LEDs) coloridos pode modular a produgdao de metabolitos
secundarios (Lauria et al., 2023).

Em geral, 1ampadas fluorescentes costumavam ser utlizadas como padrao no
cultivo de plantas in vitro, mas a década de 2000 trouxe a tecnologia de diodo emissor
de luz (LEDs), que oferecia maior eficiéncia na conversao de energia elétrica em luz
fotossinteticamente ativa do que as ldmpadas convencionais, a0 mesmo tempo que
facilitava os requisitos de resfriamento (Sanderson and Simons, 2014). O uso de LEDs
no cultivo de plantas in vitro, portanto, permitiu reduzir o custo de iluminagaoe
refrigeragdo. Permitindo ainda cultivar as plantas sob condigdes otimizadas de luz
branca e irradia-las com comprimentos de onda especificos para aumentar a produgao
de metabolitos especificos (Pang et al., 2023).

Os LEDs foram usados em unidades de crescimento de plantas pela National
Aeronautics and Space Administration (NASA) nas camaras ASTROCULTURE™
do Onibus Espacial e da Estagdo Espacial. O projeto apoiou experimentos com plantas

como batata, trigo e soja cultivadas sob ilumina¢do LED no espago (Siatkowska et



al., 2021). A tecnologia tem sido implementada em fabricas que cultivam folhas
verdes, vegetais e plantas medicinais (Spiker et al., 2023; Nakayama and Nakazawa,
2023). Em nosso laboratério estamos construindo e otimizando um sistema de
iluminagao in vitro com o uso de LEDs para producao de plantas nativas do Cerrado
com maior potencial para produgdo de metabdlitos secundarios in vitro.

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo relatar o estagio
supervisionado. Sendo objetivos: I) Ampliar o conhecimento pratico e conciliar com
os conhecimentos teodricos referente ao cultivo de plantas in vitro e 1) Proporcionar
contribuicdes de suma importancia para a compreensdo das caracteristicas
morfofisiologicas e o contelido de metabolitos secundarios das plantas nativas

cultivadas in vitro sob diferentes qualidades e proporcdes de luz LEDs.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Potencial farmacolOgico de plantas nativas do Cerrado

Os estudos sobre a eficiéncia e o valor de plantas medicinais tem ampliado
rapidamente, especialmente em paises com ampla diversidade e longa historia na
medicina tradicional, no entanto a pesquisa a partir de fontes naturais ¢ um desafio,
visto que apenas um numero limitado de plantas foi avaliado farmacologicamente,
portanto o conhecimento ectnobotanico torna-se primordial para a descoberta de
potenciais terapéuticos para as plantas medicinais (Sarfraz and Ahmad, 2023). A
utilizacao de medicamentos derivados de varias espécies de plantas tem representado
uma alternativa no tratamento de diversas doengas, este uso estd baseado em
conhecimento popular e cientifico, que tem ganhado destaque gragas a descoberta de
compostos naturais a base de plantas que podem ser tdo eficazes e seguros quanto
drogas sintéticas (Suroowan et al., 2023)

Além da sua eficacia, os produtos naturais sdo, na sua maioria, nao toxicos e,
portanto, podem ser utilizados como estratégias terapéuticas seguras. Embora as
informacdes sobre os usos medicinais de diferentes plantas do Cerrado estejam
amplamente disponiveis, atualmente nao ha uma revisdo abrangente que relacione
seus usos tradicionais como medicamentos com evidéncias cientificas recentes,
especialmente no que diz respeito a grande variedade de compostos fitoquimicos

produzidos por essas plantas (da Cruz et al., 2022).



Entre os produtos naturais encontrados nas plantas, os metabolitos secundarios
sdo particularmente importantes para os humanos. Esses compostos exibem diferentes
atividades biologicas e possuem uma ampla gama de utilizagdes (Ugbogu et al., 2021).
Metabolitos secundarios tém sido usados como biopesticidas, herbicidas, cosméticos
e aditivos alimentares, ¢ t€ém sido usados para melhorarsignificativamente a satde
humana. Metabolitos secundarios tém sido usados no desenvolvimento de produtos
farmacéuticos, com aproximadamente 50% de todos osmedicamentos atualmente em
ensaios clinicos sendo derivados de plantas (Joglekar et al., 2023).

A vasta e Unica biodiversidade do bioma Cerrado contém muitos compostos
bioativos (Ribeiro Neto et al., 2020), que permitem aos pesquisadores brasileiros
realizar pesquisas sustentaveis e desenvolver produtos inovadores baseados nesses
compostos. O Cerrado brasileiro possui 5% da biodiversidade mundial e 44% da flora
brasileira. Este bioma compreende um mosaico de varios tipos de vegetacdo composto
por formacdes vegetais que vao desde campos, savanas ¢ até fisionomias florestais,
como florestas secas e matas de galeria (Mandova, 2022).

Essa diversidade de ambientes influencia a abundancia de plantas herbaceas,
arbustivas, arboreas e videiras, compostas por mais de 12.000 espécies que ocorrem
espontaneamente no dominio do Cerrado, com alto grau de endemicidade. A flora do
Cerrado ¢ utilizada por populagdes tradicionais (quilombolas, ribeirinhos, curandeiros
e indigenas). Diversas plantas do Cerrado, como Caryocar brasiliense, Brosimum
gaudichaudii, Hancornia speciosa, Campomanesia pubescens, Dypteryx alata,
Anacardium othonianum RIZZ e Eugenia dysenterica (Centofante, 2020; Dantas et
al., 2020a; Costa et al., 2021), sdo utilizadas ancestralmente pela populagdo local

como alimento e para fins terapéuticos no tratamento de diversas doencas.

2.2 Propagacio in vitro

A propagacdo in vitro ¢ uma técnica com grandes aplicagdes na agricultura,
sendo conhecida principalmente por meio da micropropagacao, técnica baseada no
principio da totipoténcia, ao qual, cada célula vegetal possui o potencial genético para
regenerar uma planta inteira mantendo o genétipo idéntico da planta matriz,
possibilitando assim a propagacdo em massa de plantas com alta qualidade genética

e fitossanitaria (Hasnain et al., 2022). O ambiente de cultivo ¢ o fator relevante para
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a propagacao das espécies in vitro, visto que possibilita aperfeigoar a interagao entre
fatores bidticos (hormonais e genéticos) e abidticos (luminosidade, temperatura,
nutri¢do), resultando na producdo de plantas geneticamente superiores.

Nos ultimos anos, ha interesse crescente pelas técnicas de propagagao in vitro,
visto que oferecem um sistema viavel para a multiplicagdo em massa de espécies de
plantas raras e ameagadas (Velazco et al., 2023). Em comparagao as demais técnicas,
a propagacao in vitro contribui significativamente na produ¢do de mudas de espécies
nativas com potencial ecoldgico, medicinal e industrial que possuem dificuldades de
propagacao pelos métodos convencionais, visto que possibilita o controle dos fatores
abioticos como a temperatura, luz (intensidade, fotoperiodo e comprimento de onda),
umidade relativa e composicao atmosférica dentro dos frascos de cultivo (Costa et
al., 2021).

Embora a propagacdo in vitro apresente diversas vantagens, o ambiente de
cultivo pode ocasionar limitagdes para o bom desenvolvimento das plantulas, visto
que existem varios fatores que regulam crescimento, desenvolvimento, morfogénese
e metabolismo fisioldgico das plantulas in vitro, entre eles a luz € o mais importante
(Kulak et al., 2022). Os sistemas de ilumina¢ao das salas de cultivo devem fornecer
luz na regido espectral envolvida na fotossintese e nas respostas fotomorfogénicas,
no entanto, as ldmpadas comumente utilizadas sdo fluorescentes e contém
comprimentos de onda desnecessarios, ocasionando ainda a emissdo de calor,

acarretando estresse para as plantulas in vitro (He et al., 2020).

2.3 A luz no cultivo in vitro

As caracteristicas morfologicas e fisiologicas das plantas cultivadas in vitro
sao reguladas por diversos fatores ambientais, como temperatura, umidade, didéxido
de carbono e luz. A qualidade de luz (diferentes comprimentos de onda), irradiancia
(fluxo de fotons) e o fotoperiodo sdo fatores primordiais para o crescimento e
desenvolvimento das plantas in vitro (Cavallaro et al., 2023). A luz ¢ percebida pelas
plantas através de diferentes tipos de fotorreceptores, incluindo fitocromos
(comprimento de onda vermelho e infravermelho préximo), criptocromos e
fototropinas (comprimento de onda azul e ultravioleta-A) (Farrokhzad et al., 2022).
Portanto, o desenvolvimento das plantulas in vitro pode ser melhorado ajustando a

quantidade, qualidade e fotoperiodo no ambiente de crescimento.
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As lampadas fluorescentes sao comumente utilizadas como fonte de luz
convencional para o cultivo in vitro, no entanto, sao muitas vezes ineficientes pela
emissdo de altas temperaturas, baixa eficiéncia de fluéncia da luz e distribuigdes
espectrais inadequadas para o crescimento ideal das plantulas cultivadas in vitro
(CHEN et al., 2020). Por outro lado, os LEDs possuem vantagens técnicas sobre os
sistemas de iluminacao tradicionais, incluindo a capacidade de controlar a composi¢ao
espectral, superficies emissoras relativamente frias e saida de fétons lineares a
corrente de entrada elétrica e comprimento de onda tnico e eficaz para a morfogénese
e fotossintese (Miranda et al., 2020). Assim, a selecdo de uma fonte de luz ideal torna-
se essencial no sistema de produgdo de plantas in vitro, que depende totalmente de
fontes de luz artificiais.

A luz participa ativamente dos processos metabolicos das plantas. As mesmas
ndo respondem apenas a intensidade da luz, mas também a sua qualidade, sendo
importante ferramenta para promover o incremento na produ¢ao de compostos de
interesse (Li et al., 2019). A qualidade espectral pode ser usada para controlar o
crescimento ¢ a morfogénese das plantulas in vitro e influéncia significativa na
morfogénese das plantas tem sido observada com uso de luzes LEDs na cultura in
vitro. No entanto, as respostas das plantas variam muito para as diferentes qualidades
de luz, visto que as absor¢des desse espectro sdo especifica (Ramirez-Mosqueda et
al., 2017).

As luzes LEDs mais usadas na micropropagacao de diferentes espécies de
plantas sao luz branca, azul, vermelha e combinacao de azul e vermelho (1:1). Ambas
as qualidades de luz produzem efeitos diferentes na morfologia, fisiologia e
metabolismo das plantas. Numerosos processos como fotossintese, fotomorfogénese,
germinagdo, acumulo de biomassa e sintese fitoquimica podem ser controlados e
otimizados modulando esses comprimentos de onda da luz (Costa et al., 2021; Huang
et al., 2022).

A absorcao do espectro de luz ¢ especifica para as plantas. A luz vermelha
desempenha papel importante no controle do cloroplasto, crescimento de peciolos,
caule e raizes, promove alteragdes na anatomia e desempenha papel importante no
desenvolvimento do aparelho fotossintético, enquanto a luz azul regula
principalmente o crescimento das plantas, a expansdo das folhas, abertura estomatica,
fotossintese, acimulo de pigmentos e acido fendlico (Li et al., 2020, 2021; Jin et al.,

2023). As combinagdes de luz azul e vermelha t€ém promovido crescimento, aumento
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da massa fresca/seca, crescimento radicular, aumento da area foliar, da biossintese de
carboidratos (amido, sacarose, glicose e frutose), sintese de pigmentos fotossintéticos,

contetido de proteinas e metabolitos (Wang et al., 2022b, 2022a; Liu et al., 2023).

2.4 Producgio de plantas nativas in vitro

E comum encontrarem-se nas diferentes regides do Brasil centenas de espécies
de valor econdmico atual ou potencial aproveitadas no ambito local e regional. A
micropropagacao dessas espécies florestais ¢ uma alternativa viavel para a producao de
mudas em larga escala, bem como exploragdao de metabolitos secundarios por elas
produzido, uma vez que hd uma crescente demanda desses compostos pela industria
(Heringer et al., 2017; Nowakowska et al., 2023; Chai et al., 2023).

Além disso, a micropropagacdo esta entre as principais técnicas
biotecnologicas empregadas na multiplicacdo de espécies vegetais, e com aplicagdes
praticas comprovadas na micropropagacao de espécies nativas (Hass et al., 2022). Por
meio desta ¢ possivel ainda realizar a conservacao de germoplasma in vitro, a redugao
do tempo de programas de melhoramento genético, a produgao clonal massiva em curto
espago de tempo e a obtencdo de plantas livres de pragas e patdogenos (Ribeiro Neto et
al., 2020). Dessa forma, os estudos de propagacdo in vitro de espécies nativas do
Cerrado poderdo ampliar o conhecimento cientifico dessas espécies e possibilitar a
obtencdo de um protocolo de producdo de mudas em escala comercial, bem como
exploragdo o incremento da producdo dos metabolitos secundérios de interesse,
impulsionando e diversificando a ofertas desses compostos a industria.

Assim, com foco na producdo de plantas nativas que expressem maiores
concentracdes de metabdlitos secundarios, o laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais do Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO tem investido em
projetos que promovam o uso de técnicas sofisticadas e modernas, se beneficiando da
biotecnologia vegetal através da possibilidade de produzir metabdlitos secundarios in
vitro, associado ao uso de LEDs, produgdo esta que € mais vantajosa devido a reducao
de tempo, qualidade e quantidade de material vegetal a ser extraido pela industria,
quando comparado a producdo in natura. Segundo diversos estudos mostrados na
literatura consultada, a produgdo destes metabolitos pode ser maior in vitro do que nos

extratos de plantas de campo.



3. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS E DISCUSSAO

As atividades realizadas durante o estdgio supervisionado se pautaram no
acompanhamento e conducdo de experimentos com cultivo das espécies nativas
Brosimum gaudichaudii, Hancornia speciosa, Campomanesia pubescens, Dypteryx
alata e Anacardium othonianum RIZZ in vitro associado ao uso de LEDs com
irradiacdo continua de diferentes faixas espectrais: branca (400-700nm), azul (400-
490 nm), vermelho (600-700 nm) e combinagdes diferentes de iluminagdo com LED
azul (A) e vermelho (V): A/V 1:1 e A/V 3:1, no laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais do Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO. As atividades
envolveram desde fungdes simples como a coleta e despolpa de frutos até a
manipulagdo de equipamentos sofisticados para mensurar pardmetros fisioldgicos e

bioquimicos em plantas.

3.1 Coleta de material vegetal

Frutos maduros de espécies nativas foram coletados entre setembro e novembro
de plantas adultas, no municipio de Montes Claros de Goias (16° 10'8 "S, 51° 27' 12"
W, 412 m de altitude). Apds a coleta dos frutos, os mesmos foram despolpados para
obtencdo das sementes, que foram mantidas por 24 horas em sala fria a (18 £ 3°C)
para manter a viabilidade das sementes até a semeadura. Posteriormente, as sementes
foram semeadas em bandejas plasticas, contendo substrato comercial Bioplant®. As
bandejas foram mantidas em sala de crescimento a 25 + 3°C durante 45 dias para

obtencao dos explantes.

a

Figura 1. A) Frutos maduros de Brosimum gaudichaudii coletados para serem
despolpados e as sementes semeadas. B) Bandejas com sementes de espécies nativas
do Cerrado Brosimum gaudichaudii, Hancornia speciosa, Campomanesia pubescens,
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Dypteryx alata e Anacardium othonianum RIZZ para produgdo de mudas.

3.2 Microprogacio por estiolamento

Aos 45 dias de semeadura, plantulas sadias e homogéneas foram selecionadas e
segmentos nodais de aproximadamente 2,0 cm contendo duas brotagdes foram

utilizados para o estabelecimento in vitro.

Figura 2. A e B) Plantulas produzidas em bandejas utilizando a técnica de estiolamento
para obten¢ao de segmentos nodais para estabelecimento in vitro.

Os métodos convencionais de producdo de plantas nativas demandam um longo
periodo, demandando em novas areas para producdo e crescimento lento, além de
possibilitar a disseminacdo de pragas e doencas. Nao sendo assim vidvel para a
obtencdo de mudas com a finalidade de explantes in vitro, ao qual ¢ imprescindivel

a producao de plantas sadias como fontes de explantes.

Nesse sentido, a técnica adotada para a obteng¢do dessas mudas foi o processo de
estiolamento que ¢ o desenvolvimento de brotos, ramos ou partes deles na ausénciade luz,
0 que causa o crescimento dessas estruturas vegetais, geralmente alongado e com
coloragdo amarela ou branca, em razao da auséncia de clorofila (Rodrigues et al.,2017). No
escuro, os entrends da planta se alongam, conforme observados nas Figuras2 A e B,
separando os nos, que, normalmente, sob presenca de luz, permaneceriam proximos uns
dos outros. Entretanto, ndo ¢ necessario atingir 100% de escuriddo. Um forte
sombreamento, superior a 90% ¢ suficiente para a producdo de mudas estioladas, no caso
do trabalho foi utilizada sala com luminosidade reduzida.
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Para fins de micropropagacao, a separagdao dos nds facilita o desenvolvimento
de gemas axilares e a manipulagcdo das mudas regeneradas (Costa et al., 2016). Além
disso, por apresentar maior alongamento entre os entrends, a micropropagagao por
estiolamento proporciona aumento na obtengao de brotos por explante. Esse método,
comparado com a propagacao tradicional por gemas axilares, tem a vantagem de evitar
lesdes na zona de regeneragdao, minimizando a formacao de calo e, consequentemente,
proporcionando baixos niveis de variagdo somaclonal(Ambrosano, 2023). A redugdo
do risco na obten¢do de variantes somaclonais é também devida as baixas
concentracdes de reguladores de crescimento que sdo necessarias para favorecer o

estiolamento das hastes, e subsequente proliferacao das plantas (da Silva et al., 2021).

3.3 Estabelecimento asséptico in vitro

O primeiro passo ¢ selecionar os segmentos € manter em agua com trés gotas
de detergente (Tween 20) por 20 minutos. Em seguida, em fluxo laminar imergir em
alcool etilico a 70% por um minuto; hipoclorito de sodio comercial - NaClO a 50%
por 30 minutos e depois enxaguar trés vezes em agua autoclavada. Depois da
desinfestacdo, os segmentos nodais devem ser cultivados em tubos de ensaio (25 x

150 mm) contendo 20 mL de meio MS (Murashige and Skoog, 1962) com 100% da
concentragdo de sais, suplementado com 30 g Ll de sacarose, 3,5 g Ll de agar,2 g

L] de carvio ativado e 30 umol de 6-benzilaminopurina (BAP). O pH deve ser
ajustado para 5,7 + 0,03 antes da adicdo do agente gelificante. O meio de cultivo deve
ser autoclavado a 120°C por 20 min. para posteriormente ser utilizado para a
inoculagdo. Os tubos contendo os segmentos nodais devem ser mantidos em sala de
2 -1

crescimento sob fotoperiodo de 16 h a 100 pmol m~ e temperatura de 25 + 3°C,

durante 30 dias.
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Figura 3. A) Assepsia de explantes para estabelecimento in vitro. B) Inoculacao de
explantes em meio de cultivo.

A relevancia do processo de desinfestacdo para o cultivo in vitro, ocorre devido
a elevada proliferacao de bactérias e fungos, que competem por nutrientes do meio de
cultura e podem levar a morte da planta. Deste modo, o desenvolvimento de protocolos
de assepsia e o controle de contaminagdo por microrganismos sdo etapas essenciais
para o sucesso da micropropagacao de plantas nativas in vitro.

A desinfestacdo ¢ uma etapa problemadtica, pois o desinfestante deve eliminar
ou reduzir os microrganismos do tecido vegetal sem danificar o mesmo. Alguns
microrganismos podem ser enddgenos ou estarem latentes tanto em sementes como em
brotacdes. Por essa razdo, muitas vezes a obtencdao de tecidos vegetais livres de
microrganismos ¢ dificil. Porém, se apenas os meristemas forem retirados, esses
geralmente estdo livres de microrganismos (Xavier and Claros, 2021). A desinfestacdo
do material juvenil geralmente ndo ¢ dificil; entretanto, também sdo utilizados
explantes de material adulto ou de plantas mantidas em campo, tornando dificil a
desinfestagdo do material juvenil proveniente dessa condi¢do, devido a elevada
contaminagao preexistente. A desinfestacao de explantes coletados no campo ¢ mais
complicada, pois as percentagens de contaminagdo sdo frequentemente altas, quando
comparadas com as de explantes juvenis ou retirados de mudas mantidas em casa de
vegetacdo. A contaminagdo pode ser reduzida por pulverizagcdes com inseticidas e
fungicidas, envolvendo as brotacdes das plantas em sacos plasticos ou mantendo-os em
casa de vegetacao.

Os desinfetantes mais comumente utilizados sao o hipoclorito de calcio e o
hipoclorito de s6dio. O hipoclorito em pH 8,0 perde a sua eficiéncia e pode prejudicar
o tecido vegetal provocando sua oxidagao, porém em pH proximo de 6,0 ¢ mais efetivo
(Bonga and Aderkas, 1992). Geralmente, um surfactante como Tween®, ou um

detergente, ¢ adicionado a solugdo de hipoclorito para facilitar a sua agao, aumentando
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o contato da solu¢dao com os tecidos (Torres et al., 1998). Porém, a adi¢ao deste pode,
além de diminuir a contaminagdo, aumentar a toxicidade do hipoclorito para o tecido
vegetal (Bidabadi and Mohan Jain, 2020). Geralmente, no inicio da desinfestacdo, é
utilizado etanol a 70% durante alguns segundos, para quebrar a tensdo superficial,
aumentando assim o contato do desinfestante com o material vegetal e aumentar sua
acdo. Depois, o explante ¢ mergulhado em hipoclorito de sédio em uma concentragao
que varia de 1 a 2% durante 10 a 30 minutos, com gotas de Tween® 20 ou 80, e em
seguida sdo realizados enxagilies em agua estéril (Torres et al., 1998).

O sucesso da regeneracgdo in vitro depende, portanto, de varios fatores, como:
desinfestacdo, genotipo, tipo, idade e tamanho dos explantes, composi¢cao dos meios de
cultura, condi¢cdes de cultivo e tipos e dosagens de reguladores de crescimento
adicionados ao meio, os quais, sdo considerados os principais controladores da
morfogénese in vitro. Os meios de cultivo fornecem substincias essenciais ao
crescimento vegetal e controlam, em grande parte, o padrdo de desenvolvimento in
vitro. Neste processo, as vias bioquimicas e metabolicas basicas sao conservadas; no
entanto, mecanismos como a fotossintese podem ser inativados pelas condi¢des de
cultivo ou pelo estagio de diferenciacao celular (Costa et al., 2014a).

A composi¢do desses meios ¢ baseada nas exigéncias organicas e minerais das
plantas, as quais buscam juntamente com as substancias biossintéticas, suprir as
necessidades metabolicas, energéticas e estruturais. Dentre os meios mais utilizados no
cultivo in vitro se destaca 0 MS (Murashige and Skoog, 1962), comumente empregado
para a inducdo e formagdo de brotos meristematicos € composto por macro e
micronutrientes, bem como vitaminas, fonte de carbono, suplementos organicos, como
agua de coco e fitorreguladores. Assim, podemos obervar que a deficiéncia ou oexcesso
desses elementos pode interferir parcial ou completamente no sucesso do cultivo in
vitro. Elementos como as vitaminas e os carboidratos também sdo de granderelevancia
haja vista que podem atuar como fonte extra de aminoacidos, a exemplo dasvitaminas

ou ainda atuar no enraizamento vegetal, como os carboidratos.

3.4 Qualidade e intensidade de luz ambiente in vitro

Posteriormente os explantes eram transferidos para um ambiente exposto a
irradiacdo continua de diferentes faixas espectrais: branca (400-700nm), azul (400-

490 nm), vermelho (600-700 nm) e combinagdes diferentes de iluminagdo com LED
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azul (A) e vermelho (V): A/V 1:1 e A/V 3:1. As condig¢des especificas de luz foram
fornecidas por tubos de diodos emissores de luz (LED’s) de 20W (Lanao serie Tubes,
China) (Figura 4) com densidade de fluxo de fotons fotossintéticos (DFFF) fixada em
100 + 5 pmol m?s™!, fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25 + 3°C e 40 + 10% de

umidaderelativa.
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Figura 4. Distribuicao relativa do espectro de LEDs utilizados no cultivo in vitro de
espécies nativas.



A qualidade espectral foi determinada mediante utilizacdo do
espectroradiometro portatil USB2000 (Ocean Optics, Dunedin, FL, USA), e os dados
coletados foram processados pelo software SpectraSuite. A radiacdo
fotossinteticamente ativa foi determinada pela utilizacdo do sensor PAR, modelo
APG-SQ-316 (Apogee, North Logan, UT, USA).

O comprimento de onda especifico, a densidade de fluxo de fétons e o
fotoperiodo influenciam além da morfogénese das plantas cultivadas in vitro, também
no metabolismo secundario dessas plantas. Podendo, portanto, incrementar a produgao
de metabolitos secundarios de interesse para a industria farmacéutica, alimenticia, entre
outras.

As fontes de luz artificiais comumente utilizadas para o cultivo in vitro sao
lampadas fluorescentes, lampadas de sodio de alta pressao lampadas de haletos
metalicos, todas com baixa qualidade e comprimentos desnecessarios para melhorar o
crescimento e o desenvolvimento das plantas. Assim como alternativa as fontes de luz
utilizadas tradicionalmente, o laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais do IF Goiano
— Campus Rio Verde tem introduzido na propaga¢ao de plantas os diodos emissores de
luz (LEDs), mais especificamente no cultivo de plantas micropropagadas, uma vez que,
diferentes estudos mostram plantas in vifro mais vigorosas € com maior producao de
metabolitos secundarios quando cultivadas sob condigdes de iluminagdo por LEDs
(Dantas et al., 2020b; Centofante et al., 2020; Costa et al., 2021; Barcelo-Muiioz et al.,
2021; Nowakowska et al., 2023).

As diferentes qualidade de luz usada na producdo de plantas in vitro pode
induzuir certas alteragcdes no metabolismo das plantas, incluindo o incremento da
producao de metabolitos secundarios como acido clorogénico, acido ferulico, orientina,
quercitrina e quercetina, bergapteno e psoraleno. Em estudo realizado no laboratério de
Cultura de Tecidos Vegetais do Instituto Federal Goiano — Campus RioVerde com a
espécie nativa Brosimum gaudichaudii o contetido de psoraleno ebergapteno na parte
aérea foi aumentado na exposi¢ado a qualidade de luz azul e proporgdao 3:1

(azul:vermelho) (Costa et al., 2021).

3.5 Uso de softwares de processamento e analise de imagens

Determinou-se o 4rea foliar (cm?) das plantas produzidas in vitro, onde a 4rea

foliar foi analisada usando ImageJ® (Rasband, WS; US Image]. Bethesda, MD, EUA).
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Figura 5. Mensuragao de area foliar usando o software Imagel.

Dos diferentes softwares de processamento e analise de imagens,
disponibilizados gratuitamente, destaco o uso do ImageJ® desenvolvido por Wayne
Rasband no National Institute of Mental Health, USA, em linguagem Java. O Image]®
atua na imagem pela intensidade, ou nivel de cinza dos pixels, permitindo exibir,
editar, analisar, processar, salvar e imprimir imagens de 8, 16 e 32 bits (Hannickel et
al., 2012). O programa computacional oferece suporte a diversosformatos de imagem
como TIFF, GIF, JPEG, BMP, DICOM e FITS contribuindo assim para avaliagdes
morfologicas, area foliar e quantificacdo ou mensurar docomponente de plantas
produzidas in vitro, visto que em muitos casos as folhas apresentam tamanho reduzido

dificultando a mensuragao.

3.6 Estudos fisiologicos em plantas in vitro

Apos 50 dias sob as condicdes de diferentes qualidades de luz as plantulas de
espécies nativas sao avaliadas para avaliacdo do comportamento fisiologico, visto que
a fisiologia ou seja, o seu funcionamento trata dos processos vitais que ocorrem ao
longo do seu crescimento e desenvolvimento in vitro. Assim, as pesquisas
envolvendo a fotossintese, o comportamento do aparato fotossintético e a producao
de pigmentos, possuem uma importancia vital para compreender o comportamento
das plantas produzidas, visto que a depender desse comportamento da planta ela pode
produzir mais ou menos metabolitos secundarios que seja de interesse. Nossos
resultados mostraram que a propor¢ao de luz A/V 1:1 influenciou na produgdo do
metabolito psoraleno, j& a proporcao de luz A/V 3:1 e luz azul influenciaram na maior
producao de bergapteno juntamente com maior taxa fotossintética e conteudo de

antocianina. Por outro lado, ambientes sob LEDs vermelho e branco representaram
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condig¢des limitadoras para o cultivo das espécies nativas avaliadas in vitro. Portanto,
para a obtencdo de ambos os metabdlitos e plantas com maior capacidade de

crescimento a propor¢ao A/V 3:1 € a qualidade de luz mais indicada.

Figura 6. A) Acompanhamento das respostas fisiologicas de plantulas produzidas in
vitro. B) Medicoes de taxa fotossintética in vitro.

A medicao das taxas de assimilagdo de CO> utilizando analisadores de gases
infravermelhos (IRGAs) ¢ o método mais comumente utilizado em estudos de plantas
ex vivo, incluindo culturas agricolas (Calzadilla et al., 2022) e espécies florestais
(Sanchez Fonseca et al., 2023); o uso deste método também foi relatado em alguns
estudos in vitro (Costa et al., 2014b, 2021; Silva et al., 2020). No entanto, faltam
protocolos funcionais e confidveis para medir as taxas fotossintéticas de plantas
cultivadas in vitro utilizando métodos que ndo alterem o ambiente in vitro, por
exemplo, evitando a desidratagdo e minimizando lesdes nas mudas.

Os sistemas de propagacdo in vitro sdo caracterizados por baixas taxas de
transpiracdo e fotossintese, absor¢do restrita de dgua e nutrientes e altas taxas de
respiragdo no escuro, o que reduz a taxa de crescimento do explante (TILKAT et al.,
2020). Além disso, a alta umidade relativa (UR) no interior do recipiente de cultura
reduz a deposicao de ceras epicuticulares, bem como o desenvolvimento de estdmatos
funcionais, o que pode levar a perdas durante a aclimatagdo (Zein El Din et al., 2020).

A fluorescéncia da clorofila (chl) a também ¢ uma avaliagdo que pode ser usada

para determinar a eficiéncia fotoquimica e a fotoinibicdo em plantas (Krause and



Weis, 2003), pois este parametro reflete o desempenho e a capacidade fotossintética
(Janeeshma et al., 2022). Medindo a fluorescéncia de chl a, pode-se determinar o
rendimento quantico méximo do fotossistema II (PSII) (Fv/Fm), o rendimento
quantico efetivo do PSII (AF/Fm') (Genty et al., 1989) , a taxa relativa de transporte
de elétrons (ETR) e os coeficientes de extingcdo para extingao fotoquimica e nao
fotoquimica (Maxwelll and Johnson2, 2000).

Dois fatores adicionais que refletem a eficiéncia fotossintética das plantas e,
consequentemente, o crescimento e a adaptabilidade a diferentes ambientes, sdo os
conteudos de clorofila e carotenoides. O teor de clorofila foliar pode ser utilizado para
estimar o potencial fotossintético das plantas devido a sua relacdo direta com a
absor¢ao de luz e transferéncia de energia (Zhou et al., 2023). A quantificacio precisa
dos pigmentos cloroplastidicos ¢ relativamente simples e, quando avaliada em
combinag¢do com outros parametros fisioldgicos, como fluorescéncia e trocas gasosas,

pode ampliar nossa compreensao do aparelho fotossintético e sua fung¢ao nasplantas.

3.7 Estudos morfoanatomicos e histoquimicos em plantas in vitro

O emprego de analises anatoOmicas e histoquimicas permitem a visualizacao
detalhada das alteracdes celulares e a confirmacdo do desenvolvimento regular de
tecidos relacionada ao processo da inducdo de novas brotagdes durante o cultivo in

vitro.

24



25

JA\bEp
@ T _topm | @ — topm |

@ Cowm @ Cwowm
Figura 7. Anatomia foliar da espécie nativa Brosimum gaudichaudii cultivada in vitro
sob diferentes qualidades de luz. (A, B) branco, (C) azul, (D) vermelho, (E) A/V 1:1,
(F) A/V 3:1. (AdEp) epiderme adaxial. (AbEp) epiderme abaxial. (PP) parénquima
paligadico. (SP) parénquima esponjoso. (Xy) xilema. (Ph) Floema. (Fi) Fibra. (CP)
Parénquima clorofiliano. Setas pretas indicam alteragcdes na estrutura celular.
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Figura 8. Histoquimica de folhas da espécie nativa Brosimum gaudichaudii cultivada
in vitro sob diferentes qualidades de luz. (A - C) branco, (D - F) azul, (G - I) vermelho,
(J-L)A/V 1:1,(M-0) A/V 3:1. (AdEp) epiderme adaxial. (AbEp) epiderme abaxial.
(PP) parénquima pali¢adico. (SP) parénquima esponjoso. Setas verdes indicam
acumulo de amido. Setas azuis indicam acimulo de proteinas. Setas amarelas indicam
produgdo de compostos fenolicos.

Os parametros fisico-quimicos controlados in vitro sdo os principais fatores que
afetam o crescimento das plantas, a forma e a morfologia das folhas, a caracterizacao
microestrutural e bioquimica, a eficiéncia fotossintética e outras atividades
fisiologicas (Heringer et al., 2017; Manokari et al., 2021). As folhas respondem
altamente as mudancas do ambiente externo. A cuticula subdesenvolvida e seus
componentes, estomatos ndo funcionais e anormalidades estruturais, sistemas
vasculares pouco desenvolvidos, pigmentos fotossintéticos reduzidos e localizacao
de metabolitos primdrios e secundarios sdo encontrados nas plantas cultivadas in

vitro. As plantulas com tais disturbios geralmente apresentam uma alta taxa de
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mortalidade e provaram ser dificeis de estabelecer in vivo.

Assim, a avaliagdo ultraestrutural foliar fornece uma possivel solucdo para
identificar os disturbios anatdmicos e fisiologicos de plantulas micropropagadas. Este
conhecimento poderia ajudar a reduzir o risco de mortalidade, melhorar a aclimatagao
em estufas e o estabelecimento bem-sucedido de plantas no solo (Manokari et al.,
2021). Além disso, a avaliagao detalhada dos parametros anatdomicos e histoquimicos
foliares contribui para a ampliagdo do conhecimento existente sobre o crescimento e
desenvolvimento durante a micropropagacdo de espécies nativas, e identificar
possivel localizagdo de metabolitos secundérios e transi¢des estruturais para o

processo de aclimatagdo (de Almeida et al., 2023).

3.8 Analises fitoquimicas plantas in vitro

Estudos da fitoquimica e farmacologia de varias espécies de nativas do Cerrado
forneceram uma visdo preliminar sobre o seu potencial valor terapéutico. Novas
abordagens baseadas em praticas de cultura de tecidos vegetais fornecem disposigdes
que promovem facilmente a modificacdo da fonte e a extragdo de compostos
secundarios em qualidades e quantidades mais elevadas (Mohaddab et al., 2022). Os
métodos de cultura de tecidos para plantas, incluindo calos e propagagao in vitro,
garantem a taxa de produgdo de compostos secunddrios em maiores quantidades sem

necessidade de obtengdo de plantas em seu ambiente natural.

Conforme mencionado acima, os sistemas adaptados a partir de técnicas de
cultura de tecidos devem ser utilizados para produzir diferentes compostos como
produtos biotecnologicos. Para produzir metabolitos secundarios, as técnicas de
cultura de tecidos mais bem-sucedidas para aplicagdes biotecnoldgicas incluem o uso
de cultura de calos, cultura de raizes secundarias, cultura de protoplastos, folhas e

caules e abordagens de micropropagagao.

Neste estudo, em vez de outros estudos, a énfase ndo foi nos sistemas de
transferéncia de genes, mas nos sistemas de cultura de tecidos, e foram fornecidas
informagdes sobre metabolitos secundarios obtidos usando cultura de tecidos classica

associada ao uso de LEDs nas espécies nativas.
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Figura 9. Cromatografo liquido de alta eficiéncia (HPLC — high performance liquid
chromatography) usado para identificacao e quantificacdo de metabolitos nos extratos
obtidos de plantas nativas produzidas in vitro.

"Rl
1000]
500 8 E i .
: 2 ¥ ;
o ] 2 g e
0.0 50 10.0 15.0 200 ..,

Figura 10. - Cromatograma obtido por HPLC para plantas nativas produzidas in vitro

O estudo morfoldgico das plantas, e o estudo das suas estruturas quimicas,
associadas aos processos cromatograficos (HPLC) tem sido cada vez mais utilizadas
para a avaliagdo dos compostos naturais. A associacdo destas técnicas permite a
identificacdo de milhares de substancias nas plantas, dentre outras fontes naturais,
levando em conta também a pesquisa de novas ferramentas de prospecc¢do para novos

fitoterapicos (Shhreiner, 2019).

Especialmente os métodos de cultura de tecidos vegetais tém uma base
substancial na producdo de metabolitos secundarios de plantas que sdo usados em
uma ampla gama de diferentes industrias, incluindo agricultura, tinturaria,

processamento de alimentos e industrias cosméticas, além de serem usados como
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matérias-primas farmacéuticas por seres humanos em geral (Fazili et al., 2022).
Vérios compostos bioativos foram identificados por meio das analises de HPLC e
alguns deles puderam ser quantificados utilizando padrdes: acido clorogénico, acido

ferulico, orientina, quercitrina e quercetina, bergapteno e psoraleno.

Gostaria de enfatizar a importancia da participagao nos trabalhos envolvendo as
avaliacdes fitoquimicas das plantas produzidas in vitro para identificagdo dos
metabolitos secundarios, especialmente para pesquisadores que trabalham na area de
cultura de tecidos, visto que essas andlises promovem o real conhecimento do grande

potencial da produgado de plantas in vitro para obtencao de metabolitos secundarios.

4. CONSIDERACOES FINAIS

O estagio supervisionado ¢ de grande importincia para todo e qualquer
estudante pois ¢ a melhor maneira de consolidar os ensinamentos obtidos na academia
e vivenciar a teoria na pratica. A oportunidade que me foi concedida de realizar o
estagio em um laboratdrio altamente tecnoldgico e organizado, foi uma experiéncia
incrivel.

O relacionamento com profissionais com alto padrdo de qualificagao,
apresentou e ensinou postura e atitudes diante de circunstancias indesejadas e
inesperadas para tomadas de decisdes, deixando-me munida de experiéncias que s
poderiam ser adquiridas através desse convivio, além da convivéncia com os demais
profissionais, permitindo aprimorar o networking na area e acrescentando no
conhecimento profissional e pessoal.

Observando o conduzimento de um grande laboratdrio de pesquisa, pode-se
observar a grande responsabilidade que o Engenheiro Agronomo possui na realiza¢ao
de suas fungdes, o acompanhamento técnico e o acréscimo de seus conhecimentos
técnicos colaboram com a inser¢do de novas tecnologias, inovacdo e ganhos de

produtividades indepente da area de atuacdo ao qual decidir seguir.
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