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RESUMO

A micropropagacao in vitro de plantas medicinais contribui para a conservagao da
biodiversidade e a sustentabilidade dessas espécies, que estdo sob constante
pressédo devido a exploragdo excessiva e ao uso nao regulamentado. Essa técnica
pode ajudar a aliviar a presséo ecologica sobre as plantas, proporcionando um meio
para a produgdo em larga escala de plantas de alta qualidade, minimizando a
necessidade de colheita na natureza e contribuindo para a protegao e conservagao.
O objetivo deste trabalho foi avaliar artigos cientificos produzidos no periodo 2020-
2023, através dos levantamentos conduzidos no peridédico internacional Journal of
Plant Cell Tissue and Organ Culture e na base de dados da plataforma Science Direct.
Os artigos foram separados dependendo da finalidade da utilizacdo dos sistemas de
micropropagacgao: produgdo de Oleos essenciais, producdo de outros metabdlitos
secundarios, producédo em larga escala de mudas e desenvolvimento de protocolos
de conservacgao in vitro. Em cada caso os artigos foram avaliados quanto as espécies
estudadas, propriedades medicinais, os métodos utilizados, enfatizando o papel das
nanoparticulas e da utilizacdo de biorreatores de imersdo temporaria. A analise dos
artigos permitiu identificar as seguintes abordagens benéficas na area de
micropropagacao de plantas medicinais, algumas ndo usuais, como uso de elicitores
bidticos em culturas de ramos para aumentar a produg¢ao de metabdlitos secundarios
em larga escala; a utilizagdo de microrganismos endofiticos, para promover o
enraizamento das plantas micropropagadas, em substituicdo aos reguladores de
crescimento; adog¢ao de métodos de enraizamento e aclimatagcio das plantas ex vitro;
desenvolvimento de sistemas de micropropagacao fotoautotréficos, sem adigao de
sacarose e de outras moléculas organicas ao meio de cultura; utilizagdo das
nanoparticulas nas varias fases da micropropagacgao e utilizagao de diferentes tipos
de biorreatores de imersao temporaria. A intensificagcdo das pesquisas sobre essas
abordagens permite prever o desenvolvimento de protocolos cada vez mais
otimizados de micropropagag¢ao com redugao dos custos de producédo em larga escala

e aumento da qualidade das plantas produzidas.

Palavras-chave: micropropagacéo, plantas medicinais, metabdlitos secundarios,

conservagao in vitro, nanoparticulas, mudas em larga escala, biorreatores.



ABSTRACT

In vitro micropropagation of medicinal plants contributes to the conservation of
biodiversity and the sustainability of these species, which are under constant pressure
due to overexploitation and unregulated use. This technique can help relieve ecological
pressure on plants by providing a means for large-scale production of high-quality
plants, minimizing the need for harvesting in the wild, and contributing to protection
and conservation. The objective of this work was to evaluate scientific articles
produced in the period 2020-2023, through surveys conducted in the international
journal Journal of Plant Cell Tissue and Organ Culture and in the database of the
Science Direct platform. The articles were separated depending on the purpose of the
use of micropropagation systems: production of essential oils and other secondary
metabolites, large-scale production of plantlets and development of in vitro
conservation protocols. In each case, the articles were evaluated regarding the species
studied, medicinal properties, and the methods used, emphasizing the role of
nanoparticles and the use of temporary immersion bioreactors. The analysis of the
articles allowed us to identify the following beneficial approaches in the area of
micropropagation of medicinal plants, some unusual, such as the use of endophytic
microorganisms, to promote the rooting of micropropagated plants, replacing growth
regulators; the adoption of methods of rooting and acclimatization of plants ex vitro;
development of photoautotrophic micropropagation systems, without the addition of
sucrose and other organic molecules to the culture medium; intensification of the use
of nanoparticles in the various stages of micropropagation and use of different types
of temporary immersion bioreactors. The intensification of research aimed at
optimizing these approaches allows us to predict the development of increasingly
efficient micropropagation protocols, reducing large-scale production costs and
increasing the quality of the plants produced.

Keywords: micropropagation, medicinal plants, secondary metabolites, in vitro

conservation, nanoparticles, large-scale seedlings, bioreactors.
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1 INTRODUGAO

As plantas medicinais sao fontes de compostos bioativos de importancia tanto
na medicina popular tradicional de varios paises como matéria prima para a fabricacao
de medicamentos pelas industrias farmacéuticas e, de acordo com a OMS, mais de %
da populagdo mundial, principalmente localizada nos paises pobres utilizam as

plantas medicinais nos primeiros cuidados com a saude (ARORA et al., 2022).

O consumo de fitoterapicos no Brasil, apesar de representar uma fracdo do
mercado farmacéutico total, mostra um significativo potencial para crescimento,
(SILVA et al., 2018). O potencial é ainda mais notério quando se considera a rica
biodiversidade do pais, pois o Brasil possui a flora mais extensa e diversificada, com
mais de 55 mil espécies descritas, representando cerca de 22% do total mundial.
Paralelo a essa biodiversidade, nota-se uma tradicao robusta no uso de plantas
medicinais, evidenciando um acervo consideravel de conhecimento tradicional
associado (FIGUEIREDO et al., 2017).

Entretanto, apesar da riqueza em biodiversidade, o pais enfrenta um problema
recorrente de exploracao predatéria e praticas de cultivo inadequadas, as quais tém
levado a drasticas redugdes nas populagdes naturais de plantas medicinais. Esta
situagao resulta na perda de espécies de plantas fontes de metabdlitos valiosos, ainda
ndo completamente explorados pela quimica e farmacologia. E importante citar que
diversas espécies de plantas medicinais ja tiveram sua eficacia e seguranga
comprovadas cientificamente, legitimando-as como valiosos recursos terapéuticos.
Por outro lado, a exploracéo ilegal dessas culturas impede o aproveitamento pleno
desses beneficios, prejudicando o desenvolvimento de medicamentos baseados em
recursos naturais (DE SOUZA, 2019).

No cenario mundial, a pressao sobre as populacdes naturais de espécies de
plantas medicinais, decorrente da demanda crescente de matéria prima pelas
industrias farmacéuticas associada a exploracao predatdria e a influéncia de fatores
antropogénicos e mudangas climaticas, colocam em risco de extingdo e diminuem a
variabilidade genética de muitas espécies, principalmente as arvores de importancia
medicinal (ARORA et al., 2022). Esses autores afirmam que a conservagao das
espécies de plantas medicinais no ambiente natural pode ser dificultada por varios
fatores, entre eles as dificuldades na producdo e conservacédo de sementes, a baixa
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eficiéncia dos mecanismos tradicionais de reproducdo vegetativa, processos

fundamentais para a produgédo de mudas e regeneragao das populagdes ameagadas.

As culturas de células, tecidos e érgéos de plantas desempenham um papel
fundamental na investigagdo dos processos de desenvolvimento das plantas in vitro,
permitindo o estudo detalhado das bases fisiologicas, bioquimicas e moleculares.
Entre as técnicas de cultura de tecidos disponiveis como abordagens biotecnologica
de producgéao de plantas em larga escala destaca-se a micropropagacao (GEORGE et
al. 2008).

A biotecnologia oferece, portanto, varias estratégias amplamente utilizadas em
todo o mundo e que visam otimizar os sistemas de micropropagagao de plantas
medicinais in vitro, para suprir as demandas por plantas de alta qualidade pelas
industrias farmacéuticas (SELWAL et al., 2023; SRIVASTAVA. & CHATUVERDI,
2022). Além disso os sistemas de micropropagagao de plantas tém sido utilizados
para viabilizar a producao de biomassa de ramos in vitro, para aumentar producao de
metabdlitos secundarios de interesse e prover plantas como fontes de explantes, para
as abordagens de conservagao de germoplasma in vitro de plantas medicinais
(SHAMITA et al., 2023; SHARMA et al., 2021).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi elaborar uma revisao bibliografica sobre os artigos
cientificos publicados no periodo 2020-2023 sobre micropropagacao de plantas
medicinais, com a finalidade de avaliar os principais avangos nas metodologias e as

tendéncias futuras na area da micropropagacao in vitro.

2.2. Objetivos Especificos

Os objetivos especificos deste trabalho foi, a partir da leitura dos artigos
cientificos publicados no periodo 2020-2023 e compilar as informacdes sobre os

seguintes topicos:

e Espécies estudadas

¢ Finalidades dos estudos de micropropagacéo realizados com as plantas
medicinais

e Meétodos de cultivo classicos e inovadores adotados em cada
abordagem

e Uso das nanoparticulas nas diferentes fases da micropropagacao das
plantas medicinais.

e Uso de biorreatores de imersdo temporaria no escalonamento da
producao de ramos e de plantas micropropagadas.

e Vantagens, dificuldades e perspectivas futuras na area de

micropropagacao
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3. METODOLOGIA

O levantamento bibliografico sobre micropropagacao in vitro de plantas
medicinais foi realizado no periodo compreendido entre 2020-2023, para garantir a

atualidade e relevancia dos estudos analisados.

A pesquisa foi realizada nas bases de dados do periddico internacional Plant
Cell Tissue and Organ Culture (PCTOC) e na plataforma Science Direct, que agrupa
varios outros periodicos internacionais. Outras bases de dados foram utilizadas como

PubMed, Web of Science, Scopus e Google Scholar.

As palavras-chave utilizadas na busca foram: micropropagation medicinal
plants, plant essential oil micropropagation, volatile compounds micropropagtion,
temporary immersion bioreactor, nanoparticles micropropagation, micropropagation
secondary metabolites, clonal micropropagation medicinal plants, micropropagation

plant conservation.

Os recursos utilizados foram computador, acesso a internet, acesso a Rede
Virtual Privada (VPN) da Universidade Federal de Santa Catarina.

4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

41. MICROPROPAGAGAO: HISTORICO e CONCEITOS

A cultura de tecidos e 6rgaos vegetais desempenha um papel fundamental na
investigacao dos processos de desenvolvimento das plantas in vitro, permitindo o
estudo detalhado de suas bases estruturais, fisiolégicas, bioquimicas e moleculares e
a capacidade de manipular a morfogénese das plantas esta diretamente relacionada

a compreenséo precisa do conceito de totipoténcia (GEORGE et al., 2008).

Assim, células, tecidos ou 6rgaos com diferentes niveis de especializagao

podem adquirir novas habilidades devido a influéncia de sinais quimicos especificos,
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como reguladores de crescimento, que afetam seletivamente a expressdo de
determinados genes (CASTRO et al., 2017). Isso resulta em dois niveis basicos de
resposta morfogenética: a organogénese, que envolve a formacgéo de 6rgaos a partir
de tecidos diferenciados da planta e que induz variabilidade genética e a
embriogénese somatica, que possibilita a regeneracdo de embrides somaticos e

plantas completas a partir de células indiferenciadas (LOPEZ-PUC et al., 2018).

Cabe ainda destacar que a compreenséo desses processos morfogenéticos foi
fundamental para o avango da biotecnologia vegetal e para o desenvolvimento de
técnicas mais eficientes de regeneragao de plantas in vitro, a partir de qualquer tecido
da planta. Um outro aspecto a ser considerado € que a regeneragao de plantas via
organogénese direta, através das células somaticas do explante ou indireta, através
dos calos é uma abordagem que gera variabilidade genética somaclonal e n&o é a
adequada para a propagacao clonal de mudas. A aplicagdo adequada dessas técnicas
permite a regeneracdo em larga escala de plantas com varias caracteristicas
desejaveis, como resisténcia a doencgas, tolerancia a estresses ambientais e alto
potencial agronémico (LATTUADA, 2019), mas apenas a micropropagagao por
culturas de meristemas ou de explantes contendo as gemas apicais ou axilares podem

conferir a estabilidade genética e viabilizar a clonagem.

A micropropagacao envolve a multiplicagdo clonal em grande escala de um
genotipo selecionado, por meio de técnicas de cultura in vitro, sendo considerada a
ciéncia e a arte de multiplicar plantas in vitro. Dentre as principais vantagens da
micropropagacao, destacam-se a alta taxa de multiplicagdo de ramos e producéao de
plantas, a rapidez do processo, o controle preciso das condi¢gdes de cultivo, a
possibilidade de propagar plantas ao longo de todo o ano, a obtencao de propagulos
livres de doencgas e pragas, o baixo custo apds o estabelecimento e otimizagéo do
protocolo, o espaco reduzido necessario com controle do ambiente de cultivo, o
armazenamento de germoplasma a longo prazo e a capacidade de propagar plantas
que sao dificeis de multiplicar por meio das técnicas tradicionais, como sementes,
enxertia, estaquia e alporquia (GEORGE et al. 2008; SELWAL et al., 2023). A técnica
da micropropagacao in vitro, portanto é amplamente utilizada na propagagéao

comercial clonal de varias espécies vegetais, devido as suas humerosas vantagens.

Um dos eventos que demonstrou a viabilidade da micropropagacdo como
processo comercialmente viavel foi o trabalho de Dubois et al. (2010), que multiplicou



15

com sucesso orquideas por meio da cultura de apices caulinares e regeneragao de
protocormos, para potencializar a producao de plantas de forma mais rapida e em
maior numero. Esta aceleragdo no processo de propagacao de orquideas foi um
marco importante para demonstrar a viabilidade dos sistemas de micropropagagao
(LEROY et al., 2014).

Além de permitir a rapida multiplicacdo de mudas, pois em condi¢des
controladas os cultivos ndo estdo expostos aos efeitos das flutuagdes climaticas e aos
ataques por pestes e patégenos, a produgdo de plantas saudaveis in vitro além de
viabilizar a manutenc¢ao de acervos de plantas de gendtipos selecionados, € fonte de
explantes saudaveis para a produgdo de mudas de alta qualidade continuamente para
a agricultura (PEREZ-TORNERO et al., 2018).

Recentemente, a Embrapa Clima Temperado aprimorou protocolos para a
producao de matrizes de morangueiro. Isso possibilitou a produ¢do anual de dezenas
de milhares de matrizes, distribuidas pelo Brasil. Embora existam varias empresas de
micropropagacao no Brasil, a producdo de matrizes e mudas ainda n&o atende
totalmente a demanda, demonstrando a necessidade de expansdo desta area
(SOUZA et al., 2020).

Com o progresso da pesquisa em melhoramento vegetal, novas variedades
com caracteristicas agricolas desejaveis estdo sendo desenvolvidas rapidamente. Isto
impulsionou a necessidade de sistemas de produgao em larga escala de plantas, para
a utilizacao e distribuicao rapida dessas variedades. Pesquisas em cultura de tecidos
visam aumento da eficiéncia da micropropagacéao para facilitar a comercializagao das
novas plantas de elite (MISHRA et al., 2019).

A micropropagacao tem sido aplicada com sucesso a varias espécies, incluindo
hortalicas, ornamentais, frutiferas, medicinais e espécies florestais (DAMIAN et al.,
2020). Por exemplo, através da micropropagacgao, centenas de mudas de bananeira
podem ser geradas em oito meses, um numero significativamente superior ao que
seriam obtidos através de métodos convencionais. Nesse caso varias abordagens
biotecnoldgicas tém sido empregadas, incluindo a micropropagag¢ao de varios
cultivares com caracteristicas de tolerancia a fatores bidticos a abidticos, para

aumentar o valor comercial (JUSTINE et al., 2023).
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Da mesma forma, orquideas, que geralmente levariam cerca de dois anos para
produzir uma muda de boa qualidade por métodos convencionais, podem produzir
centenas de mudas no mesmo periodo de tempo através do cultivo in vitro
(MARTINEZ et al., 2019).

O desenvolvimento de método fotoautotréfico de micropropagacédo pode
baratear os custos de producéao e otimizar as taxas de producéao de plantas em fungao
do tempo de cultivo. Nesse método as plantas sdo mantidas em meio de cultura
desprovido de moléculas organicas como acgucares, vitaminas e reguladores de
crescimento e o explante tem que ser capaz de fazer sua propria fotossintese para
produzir os metabdlitos secundarios. Para isso a intensidade luminosa e a
concentracdo de dioxido de carbono devem ser ajustadas para promover a

fotossintese e o crescimento das plantas (ZAREI et al., 2021).

A micropropagagdo é uma realidade comercial em diversos paises,
principalmente na Europa Ocidental e Estados Unidos (ALVARD et al., 2019). Estudos
recentes demonstram que varias empresas em escala mundial utilizam essa
tecnologia para atender a demanda de producédo de plantas saudaveis e de alta
qualidade, de diferentes espécies, utilizando biorreatores para a produ¢do em larga

escala, como sera abordado nos tépicos subsequentes.

4.2. FASES E FATORES QUE INFLUENCIAM A MICROPROPAGAGAO

Com base no trabalho de George et al. (2008), o processo de micropropagagao
in vitro é dividido em trés estagios: o estabelecimento das culturas assépticas é o
primeiro estagio e envolve a selegao do gendtipo saudavel a ser micropropagado, a
escolha dos explantes, a desinfecgao e a inoculagcdo em um meio cultura esterilizado.
O segundo estagio € caracterizado pela multiplicagdo dos ramos, através de
subculturas sucessivas em meio de cultura contendo reguladores de crescimento, em
especial citocininas na proliferacdo de gemas meristematicas que produzirdao multiplos
ramos €& promovida. Esse processo €& fundamental para aumentar a taxa de

multiplicacdo e maximizar a producdo de mudas a partir do explante inoculado.

Os ramos produzidos na fase de multiplicacdo séo transferidos para o meio de

cultura contendo auxinas, para promover o enraizamento e a produgao da planta
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completa. Uma vez enraizadas as plantas produzidas s&o transplantadas para um
substrato ou solo, para a aclimatagao ex vitro. Nessa fase os efeitos dos estresses
hidrico, nutricional e de exposigao aos patogenos do ambiente devem ser minimizados
para as plantas se adaptarem as condi¢cdes do crescimento ex vitro e tornarem-se
autotroficas, independentes da sacarose e dos nutrientes presentes no meio de
cultura (GEORGE et al., 2008).

Na transicdo do meio de cultura para o estado autotréfico da situagao ex vitro,
as plantas sofrerdo modificagdes para otimizar a capacidade de realizar a fotossintese
e adquirir nutrientes por meio de suas proprias raizes. Essa transicdo exige cuidados
especiais de manutengao das plantas em ambientes com umidade relativa controlada,
para garantir a sobrevivéncia das plantas nos estagios iniciais de remog¢ao do meio de

cultura para a condi¢ao ex vitro.

Alguns dos fatores que podem interferir nas fases da micropropagagéo
mencionadas acima e interferir no fracasso ou sucesso dos sistemas de
micropropagacao de plantas in vitro e que serao considerados a seguir s&o: a selegao
dos explantes adequados, a eficiéncia do processo de desinfecgdo, a contaminacgao

que pode ocorrer nos sistemas ja estabelecidos, a oxidagdo dos explantes.

4.2.1. Selegdo dos explantes

E importante ressaltar que a escolha adequada do explante utilizado na cultura
de tecidos é crucial para o sucesso da micropropagacéao. Os explantes preferidos séo
geralmente aqueles de natureza juvenil, obtidos a partir de plantas jovens produzidas
a partir de sementes inoculadas in vitro ou a partir de partes jovens de plantas adultas,
pois apresentam maior capacidade de crescimento. Apices caulinares, gemas axilares
e meristemas isolados sido explantes frequentemente utilizados devido a eficiéncia na
regeneracgéo de plantas in vitro (DE ARAUJO CARVALHO, 2019).

Os tipos de explantes utilizados na micropropagacao clonal sdo segmentos de
pontas dos ramos, contendo as gemas apicais e alguns primérdios foliares;
segmentos nodais, contendo as gemas axilares; gemas apicais e axilares isoladas e
domos meristematicos devem ser obtidos de plantas saudaveis, estar em crescimento

ativo, livres de estresse e de pragas ou doengas. Os apices caulinares, que sao
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regides de intenso crescimento no caule compostas por tecidos meristematicos, sao
altamente proliferativos e t€m uma alta capacidade de diferenciagao celular. As gemas
axilares, que sao estruturas localizadas nas axilas das folhas, com alta atividade
meristematica, s&o igualmente aptas para regeneragdo de novos ramos e de plantas
inteiras, a partir do momento em que os ramos gerados sdo enraizados. Meristemas
isolados séo tecidos meristematicos especificos retirados de uma planta e tém a
capacidade formarem novas plantas se forem cultivados in vitro, mantendo a

fidelidade genética, importante nos processos de clonagem de genaotipos.

Com base em recentes estudos descritos por Mishra et al. (2019), a selegao do
tamanho do explante é associada com multiplos fatores como a capacidade de
regeneragdo do tecido, a taxa de multiplicagdo celular, o fornecimento
adequadamente balanceado de nutrientes e hormdnios e minimizagao de potenciais
contaminagdes. Em algumas situagdes, explantes menores podem apresentar melhor
sobrevivéncia e desenvolvimento dos que os explantes maiores, que podem

apresentar maior resisténcia no inicio do processo de estabelecimento in vitro.

4.2.2. Desinfecgao dos explantes

Essa fase requer a manutencdo de condi¢cdes assépticas para prevenir a
contaminagao dos explantes com microrganismos e patégenos externos, um ponto

fundamental para qualquer processo de cultura de tecidos bem-sucedido.

O processo de desinfecgéo, conforme descrito por Mishra et al. (2019), inicia-
se com o tratamento da planta original, que visa combater microrganismos presentes.
Para plantas cultivadas em campo, recomenda-se a coleta de ramos jovens em
crescimento ativo na fase inicial de brotagcdo. A desinfeccdo de tecidos infectados
internamente € desafiadora e, se fungos ou bactérias internos forem encontrados, é
aconselhavel a busca por outras fontes de material vegetal, preferindo-se as planta

cultivadas em ambientes controlados.

O tipo de agente esterilizante mais comum utilizado na desinfeccdo é o

hipoclorito de sédio puro ou comercial, mas outros agentes sao utilizados como o
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alcool 70%, cloreto de mercurio. Varios tipos de antibioticos podem ser utilizados para
conter a contaminagado enddégena. Detergentes como Tween 20, facilitam o contato
dos agentes esterilizantes com o tecido vegetal ao reduzir a tensédo superficial. O
detergente € usado em pequena quantidade, sendo que a concentragao e o tempo de
exposicao aos agentes desinfectantes podem variar conforme o tamanho e a natureza

do tecido.

Mahajan et al. (2022) apontam as nanoparticulas de prata como agentes de
desinfeccado de alta eficacia, em varias espécies de plantas, sendo usadas,
isoladamente ou em combinagdo com os varios agentes esterilizantes convencionais
e podendo também serem adicionadas ao meio de cultura, para combater a infecgéo

por fungos e bactérias.

4.2.3. Contaminagao das culturas mantidas in vitro

A técnica de micropropagag¢ao em plantas, frequentemente enfrenta o desafio
da contaminagdo por microrganismos, tanto superficiais quanto internos
(contaminacdo enddgena), que pode limitar o estabelecimento bem-sucedido do
cultivo in vitro de certos explantes (LATA et al., 2019). As contaminacgdes bacterianas
e fungicas sao os problemas mais comuns na micropropagac¢ao, com a contaminagao
bacteriana geralmente resultante da contaminacdo enddégena dos explantes e
plantulas. Ja a contaminagao fungica tende a ocorrer por problemas na manipulagao
durante o subcultivo, pela presenga de esporos no ambiente, bem como por
infestacbes de acaros. Para atenuar esses problemas, esses autores sugerem o
cultivo da planta doadora em condi¢gdes parcialmente controladas, como casas de
vegetacdo ou em areas cobertas com tela. Esta medida permite um melhor controle
sobre a irrigagao, adubacgéo e o manejo de pragas e doengas, reduzindo assim 0 risco

de contaminagéo.
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4.2.4. Oxidagao

Os danos mecanicos causados aos explantes durante a inoculagdo estimulam
a producdo das enzimas polifenolases, que oxidam os compostos fendlicos. A
oxidagdo de compostos fendlicos presentes nos explantes representa um dos
problemas mais criticos na fase inicial de estabelecimento do cultivo in vitro de varias
especies, pois os compostos fendlicos oxidados exsudam para o meio de cultura,
formando uma barreira ao redor dos explantes tornando dificil a absor¢cdo de

nutrientes e inibindo o crescimento celular (JUSTINE et al., 2022).

A oxidacao fendlica na micropropagacao de plantas € altamente influenciada
por fatores variaveis, como a espécie e o gendtipo da planta, bem como o tipo de
explante utilizado (BILAL et al., 2017). Esses autores relatam que normalmente,
explantes mais jovens apresentam taxas de oxidagdo mais baixas em comparagao
com explantes mais velhos. Da mesma forma, o momento do ano também tem um
impacto significativo na oxidagao, com periodos mais propicios ao crescimento das

plantas demonstrando menores taxas de oxidacao fendlica dos explante.

A adicdo de compostos antioxidantes (como cisteina e acido ascoérbico) e
adsorventes (como carvao ativado e PVP) ao meio de cultura pode ser crucial na
prevencao da oxidacao. Isso é particularmente importante nas fases iniciais do cultivo,
onde a oxidacao tende a ser mais pronunciada (BILAL et al., 2017). O acido ascorbico
sequestra as espécies reativas de oxigénio (ROS) que sdo formadas na regido de
corte do explantes, minimizando os danos a serem causados nas células (JUSTINE
et al. 2022). Os efeitos da oxidagcdo podem ser minimizados pelo cultivo em meio
liquido, principalmente nos biorreatores de imersdo temporaria, em que as moléculas
dos compostos fendlicos oxidados sao liberadas e diluidas no meio de cultura
(MIRZABE et al. 2022).
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4.2.5. Multiplicagao, enraizamento e aclimatacao

Varios fatores podem influenciar a fase de multiplicagdo de ramos como o
gendtipo, o meio de cultura, os reguladores de crescimento, o tipo de meio de cultura
sélido, liquido ou a cultura em biorreatores de imersao temporaria, os fatores fisicos
como temperatura, intensidade luminosa, tipo de fonte luminosa (fluorescente ou LED)
(JUSTINE et al., 2022).

O meio de cultura utilizado nos sistemas de micropropagacéo contém todos os
nutrientes essenciais (macronutrientes e micronutrientes), além de vitaminas e
reguladores de crescimento. Também sado necessarias fontes adequadas de carbono
e oxigénio. Varios tipos meios de cultura podem ser usados, mas o meio Murashige e
Skoog (MS) contém todos os componentes necessarios para o crescimento adequado
das plantas cultivadas. Isso inclui macronutrientes inorganicos, micronutrientes
inorganicos, vitaminas, fontes de nitrogénio organico, acucares, reguladores de
crescimento e, se for caso disso, componentes organicos opcionais e agente
gelificante (GEORGE et al., 2018).

O nivel enddgeno e de atividade de citocininas em certos gendétipos pode ser
muito baixo e diminuir a proliferagao de ramos, sendo necessario suplementar o meio
de cultura com niveis exdgenos maiores de citocininas para aumentar as taxas de
multiplicagao (JUSTINE et al., 2022). Para ser eficaz, o protocolo de cultura de tecidos
deve ser cuidadosamente desenvolvido para cada tipo de planta a ser
micropropagada. Isso inclui ndo apenas a selegdo da composigdo do meio MS
adequado, mas também o uso dos corretos reguladores de crescimento (GEORGE et
al., 2018).

As culturas podem ser estabelecidas em meio liquido ou sdlido sendo que, no
caso das culturas liquidas, sera necessario garantir uma agitagdo adequada para
permitir a aeragao dos explantes. Caso contrario, o explante pode ser inoculado sobre
algodéao ou 'pontes' de papel para prevenir a submersao (GEORGE et al., 2018). Além
desses tipos de meio de cultura o cultivo pode ser realizado em diferentes tipos de

biorreatores de imersao temporaria (JUSTINE et al., 2022).
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Na fase de enraizamento as auxinas desempenham papel fundamental, em
especial o acido indolbutirico, por estimular a iniciagado do primérdio radicular, através
do estimulo a divisao celular, diferenciacéo e crescimento e o carvao ativado também
pode ser necessario, dependendo da espécie. Varios fatores podem interferir no
sucesso de aclimatagao das plantas como o genotipo, a temperatura, a umidade, a
composi¢cao do substrato e o gendtipo da planta micropropagada (GEORGE et al.
2018).

4.3. MICROPROPAGAGAO DE PLANTAS MEDICINAIS

A multiplicagdo de plantas medicinais in vitro é uma estratégia fundamental
para a preservagao e propagacgao dessas espécies importantes para as industrias
farmacéuticas. Varios autores tém estudado e revisado este tema em suas pesquisas,

cComo veremos em seguida.

Sistemas de micropropagac¢ao de plantas medicinais tem sido utilizados na
multiplicagdo clonal em larga escala para viabilizar o suprimento de mudas de
genotipos selecionados, para viabilizar a produgao de biomassa de ramos utilizados
na produgao de metabdlitos secundarios, como 6leos essenciais e outros metabdlitos,
que sao melhor produzidos por ramos e folhas e também para fornecer explantes
contendo as gemas axilares e apicais no desenvolvimento de sistemas de

conservagao de germoplasma in vitro.

Abaixo sdo apresentados exemplos de estudos publicados recentemente sobre
espécies medicinais em que micropropagacao foi utilizada para atingir esses

objetivos.

4.3.1. Micropropagacgao para a producgao de 6leos essenciais in vitro

A Tabela 1 mostra a lista de artigos cientificos sobre a micropropagacgao de
plantas medicinais aromaticas, para a produgdo de Oleos essenciais publicados
apenas no periodo 2022-2023 no periédico Plant Cell Tissue and Organ Culture e na

base da dados da plataforma Science Direct.
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Para cada uma das espécies sao apresentadas na Tabela 1 as propriedades
medicinais, os métodos utilizados na micropropagacao e os fatores manipulados, os
resultados na producdo de dOleos essenciais e de outros metabdlitos secundarios,

cujos tipos variaram conforme a espécie e as referéncias dos artigos.

Foram publicadas 5 revisbes sobre as seguintes espécies de plantas
medicinais mais utilizadas na medicina popular: Foeniculum vulgare (erva-doce-
nacional, a maioria dos compostos bioativos sao volateis monoterpenos, diterpenos,
sesquiterpenos e compostos majoritarios anetol e estragol) (JADID et al., 2023),
Ocimum sanctum (manjericdo sagrado) (KUMARI et al., 2022), Basilicum
polystachyon (DAS et al., 2023), Artemisia annua (SONI et al., 2022) e Carlina acaulis
(SPINOZZI et al., 2023) Além das revisdes foram publicados outros artigos cientificos
sobre Lavandula stoechas (ASADOLLABEI et al., 2023), Mentha spicata (BHARATI et
al., 2023) e Zataria multiflora (ASADOLLABEI et al., 2022).

E possivel observar na Tabela 1 que em todos os estudos o objetivo foi
desenvolver sistemas de micropropagacdo e estimular a produgdo in vitro de
compostos especificos, principalmente os 6leos essenciais. Esses compostos volateis
normalmente sao produzidos em glandulas secretoras presentes nas folhas de varias
plantas medicinais. Os tipos de explantes utilizados para iniciar a micropropagagao
nos diferentes estudos citados foram gemas apicais de plantulas germinadas in vitro,
pontas de ramos contendo as gemas apicais de plantas adultas (Lavandula stoechas,
Carlina acaulis, Basilicum polystachyon, Zataria multiflora, Foeniculum vulgare) e

segmentos nodais contendo gemas axilares (Mentha spicata, Foeniculum vulgare).

Os métodos utilizados para potencializar a produgcao de d6leos essenciais e
outros compostos fendlicos variaram de acordo com a espécie estudada, desde a
manipulagédo de reguladores de crescimento no meio de cultura, estratégia utilizada
na maioria das espécies, até a adicao de elicitores ao meio de cultura, como quitina e
nanoparticulas de cobre (CuONPs). Essas nanoparticulas estimularam a produgéo de
lavandulol e outros compostos fendlicos em Lavandula stoechas e quando
adicionadas ao meio de cultura Zataria multiflora estimulou a produgao de timol e
carvacrol (ASADOLLABEI et al., 2023; ASADOLLABEI et al., 2022).

Em Mentha spicata, a abordagem utilizada para estimular a produgéo de 6leos
essenciais foi através da adicado de orizalina, agente anti-mitético, ao meio de cultura

para induzir a producao de plantas poliploides, que produziram maiores quantidades
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de Oleos essenciais e de outros compostos aromaticos majoritarios como carvona,

limoneno, carveol e acetato de dihidrocarvil (BHARATI et al., 2023)

Uma das plantas medicinais mais utilizada pelo setor das industrias
farmacéuticas € Ocimum sanctum e varios esforgos tém sido utilizados para otimizar
a taxa de multiplicagdo, com otimizacdo da produ¢do em massa de plantas e a
producao de metabdlitos secundarios utilizando diferentes técnicas biotecnoldgicas,
como a utilizacdo de elicitores biodticos e abidticos (KUMARI et al., 2022). Esses
autores relatam varios estudos realizados sobre a micropropagagdo de O.
americanum e O. sanctum, utilizando as gemas axilares como explantes e protocolos
completos para a maxima multiplicacédo de ramos, visando potencializar a produgao

de mudas e a produgao de compostos de interesse in vitro foram desenvolvidos.

Em todos os cultivares de Artemisia annua a artemisina, composto antimalarico,
€ produzida apenas nos tricomas glandulares, em apenas pequenos grupos de
células, o que causa uma limitagcdo na biossintese e dificulta a produgdo em
quantidade suficiente para atender a demanda global (JUDD et al., 2019). Esses
autores relatam que a baixa quantidade de tricomas (apenas 2% da biomassa seca
da planta) torna a producéo de artemisina baixa e instavel. Além disso, nos tricomas
ocorre também a biossintese de grande numero de 6leos essenciais, cuja biossintese
pode competir e diminuir ainda mais a biossintese da artemisina.  Através de
autopolinizacao foram produzidas plantas que expressaram a via biossintética para a
producao de artemisina em folhas sem tricomas. Foram induzidos calos a partir de
segmentos dessas folhas inoculados in vitro, que regeneraram plantas que foram
micropropagadas, a partir da cultura de segmentos nodais e formagao de ramos
multiplos, gerando plantas produtoras de artemisina por folhas sem tricomas

glandulares, o que otimizou a produgao (JUDD et al., 2019).

4.3.2. Micropropagacgao para a producao in vitro de outros metabdlitos

secundarios

A Tabela 2 apresenta um sumario dos artigos cientificos publicados no periodo
2020-2023, em que a micropropagacao foi utilizada para gerar biomassa de ramos

para a producdo de metabdlitos secundarios de interesse, mostrando a espécie, os
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metabdlitos de interesse produzidos pelas plantas, os tipos de cultura utilizadas e os

elicitores utilizados para aumentar a producgao.

Entre os artigos listados na Tabela 2 aparecem duas revisbes sobre as
espécies Hypericum perforatum (SHAMITA et al., 2023) e Catharanthus roseous
(ACHARJEE et al., 2022), duas espécies medicinais importantissimas para a
produgdo de antidepressivo e antitumoral, respectivamente, peas industrias
farmacéuticas. Nessas revisbes os autores descrevem as varias estratégias
biotecnoldgicas utilizadas para a aumentar a producédo de alcaléides em diferentes
sistemas de culturas in vitro como micropropagagao, culturas de calos, suspensdes
celulares, culturas de raizes e culturas embriogénicas, incluindo a engenharia
genética (transformacdo genética e edigcdo de genes) e aplicagdo das técnicas de
gendmica, transcriptomica, proteémica e metabolédmica em Catharanthus roseous
(ACHARJEE et al., 2022).

A analise da Tabela 2 indica que as culturas de ramos foram realizadas em
meio solido, liquido sem agitagao ou com agitagao, dependendo da espécie estudada.
Em meio liquido a proliferagcdo e o crescimento dos ramos é aumentada, devido a
otimizacdo da absorcdo dos nutrientes e outras moléculas presentes no meio de
cultura, pelo melhor contato dos tecidos vegetais com os componentes do meio de
cultura (MIRZABE et al., 2022).

Observa-se na Tabela 2 que diferentes estratégias foram empregadas para
potencializar a produgao dos metabdlitos secundarios como a iluminagao das culturas
com diferentes tipos de LED (Nasturtium officinale)(KLIMEK-SZCZYKUTOWICZ et al.,
2022); o fornecimento de precursores especificos para otimizar as vias de biossintese
do composto (Aronia sp,, Hypericum perforatum)(SZOPA et al., 2020; SHAMITA et al.,
2023); a adicdo de oxido nitrico ao meio de cultura, sinalizador dos mecanismos de
defesa antioxidantes que leva a biossintese de polifendis (Scutellaria lateriflora, Salvia
abrotanoides)(KAWAKA et al., 2020; ROSTAMI et al., 2022); manipulacdo de
reguladores de crescimento (IAA, BA, metil jasmonato e acido jasménico (Musa spp.,
Schisandra henryi, Chamerion angustifolium, Hypericum perforatum, Catharanthus
roseous); elicitor abidtico UV (Catharanthus roseous). Em Hypericum perforatum a
producdo de hiperecina e pseudohiperecina aumentou com a adicdo de outros
elicitores como pectina, dextrina, acido cinamico e nanoperlites (particulas do mineral

perlita) e outros reguladores de crescimento como BA e IAA (SHAMITA et al., 2023).
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Bhaskar et al. (2022) ressaltam, nessa revisao, a importancia da utilizagao de
elicitores bidticos como bactérias, fungos, algas e polissacarideos (alginato,
agropectina, carragenano, quitina, quitosana, dextrana, laminarina, manana, pectina,
ulvana, extrato de levedura, polissacarideos de extrato aquoso de micélios) na
producao de metabdlitos secundarios, por diferentes tipos de culturas in vitro de
espécies medicinais (culturas de calos, raizes, suspensdes celulares e culturas de
ramos). Essa estratégia, ao lado de outras como a manipulagdo do meio de cultura,
fornecimento de precursores, biotransformacdo e o uso de biorreatores na
micropropagacao contribuiram para superar a limitagdo da produgao de compostos

bioativos in vitro.

Os autores relatam ainda que poucos séo os artigos que utilizam os elicitores
bidticos em culturas de ramos. Entre os 59 artigos que listam na revisdo, em que
bactérias foram utilizadas, sdo citados apenas 3 artigos cientificos com a utilizagéo de
elicitores bidticos em culturas de ramos: em culturas de ramos de Dionaea muscipula
a Cronobacter sakazakii promoveu a produgao de fendlicos; (Pseudomonas sp em
culturas de ramos de Rosmarinus officinalis promoveu a producdo de acido
rosmarinico e em culturas de ramos de Hypericum perforatum, a Stenotrophomona
maltophilia e Pseudomonas fluorescens promoveram a produgao de hipericina e

pseudohipericina.

Entre os 17 artigos citados na revisdo de Bhaskar et al. (2022), em que foram
utilizados fungos como elicitores, apenas um foi em culturas de ramos axilares de
Centella asiatica em que a elicitacdo com Colletotrichum lindemuthianum provomeu a
producgao de asiaticosideo. Na lista de artigos de elicitagcdo com algas entre16 citagcoes
apenas em 2 foram em culturas de ramos: em cultura de ramos de Capsicum
frutencens a producdo de vanilina, vanillamina e capsaicina foi promovida por
Botryococcus braunii e em culturas de ramos de Picrorhiza kurroa a produgao de

picrosideo-| foi promomovida por Kappaphycus alvarezii.

Entre 53 citagdes sobre a utilizagao de polissacarideos na elicitacdo apenas 10
citagdes sao com culturas de ramos: quitina, pectina, alginato e extrato de levedura
promoveram a produgdo de esteviosideo em Stevia rebaudiana; em Hypericum
adenotrichum a adicdo de manana promoveu a producado de hipericinas; ulvana
promoveu a producao de acido glucuronico em Phaseolus vulgaris e de fendlicos em
Olea europae;, em Fagopyrum tataricum extrato de levedura promoveu a produgao de
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flavonoides; quitosana promoveu a produgdo de compostos fendlicos em Brassica

oleracea e de compostos fendlicos e flavonoides em Fagonia indica.

Bhaskar et al. (2022) ressaltaram o grande potencial ainda a ser explorado
sobre a aplicacao de elicitores bibticos as culturas de ramos de maior numero de
especies medicinais, para otimizar a producdo de metabdlitos secundarios por

sistemas de micropropagacao em larga escala.






Tabela 1. Micropropagacao de espécies medicinais para a produgéo de 6leos essenciais. Artigos publicados no periodo 2022-2023

Espécie/importancia

Método de cultura

Resultados

Referéncias

Lavandula stoechas
(Industrias de alimentos, farmacéutica
e de perfumes)

Gemas apicais de plantulas produzidas a
partir da germinagéo in vitro de sementes
foram cultivadas in vitro em 1 mg/L BAP e
0,1 mg/L thidiazuron, elicitores quitina,
CuONPs

Os elicitores promoveram a produgao
de fendlicos, flavonoides, antocianinas,
lavandulol, 1,8-cineol, germacreno D e
E-nerolidol nas plantas
micropropagadas

Asadollabei et al.
(2023)

Mentha spicata

(medicinal, problemas digestivos,
antibacteriana, antifingica,
antioxidante, anticancer,
antidiabético, anti-inflamatério devido
aos Oleos essenciais)

Segmentos nodais micropropagados tratados
com orizalina no meio de cultura, para induzir
plantas poliploides e aumentar a produgao.

Aumentou em 49% o teor de dleos
essenciais, compostos aromaticos
majoritarios carvona e limoneno além
de carveol, acetato de dihidrocarvil nas
plantas poliploides cultivadas in vitro

Bharati et al. (2023)

Foeniculum vulgare
(gastrointestinal, desordens
hormonais, doencas reprodutiva e
respiratoria, atividade anti-oxidante,
antimicrobiana, anti inflamatorio, anti
ansiedade, anticancer)

Segmentos nodais cotiledonares, gemas
apicais e laterais em meio de cultura
contendo 1mg/L BAP e 29,9 uM de sulfato
de zinco, para multiplicagdo de ramos.

Produgao de mudas e fonte de
explantes para calos e suspensdes
celulares para produzir alcaldides,
fendlicos, acidos graxos, amino acidos,
6leos essenciais, mono-, di- e
sesquiterpenos, anetol, estragol.

Jadid et al. (2023)

Ocimum sanctum

(fonte de medicamentos para
industrias farmacéuticas,
antioxidantes e metabdlitos
secundarios

benéficos no tratamento de varias
doencas)

Gemas axilares inoculadas em meio de
cultura contendo 1mg/I BA e 0,5 mg/L GA;
enraizamento em 1 mg/l NAA, maxima
multiplicagdo com 0,2 mg/L BAP.

Produgao de mudas, fontes de
antioxidantes e compostos fendlicos,
Oleos essenciais (eugenol).

Kumari et al (2022)

Basilicum polystachyon

Pontas de ramos contendo gemas apicais
em meio de cultura com BAP e cinetina,
enraizamento dos ramos em meio com AlB.

Propagacao clonal em larga escala
para a produgao de 6leos essenciais,

Das et al. (2023)
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(utilizado na Asia e Africa na
etnomedicina para tratamentos de
varias doengas)

acidos fendlicos (acido cafeico, p-
cumarico e rosmarinico)

Artemisia annua

(erva medicinal utilizada
comercialmente com propriedades
anti-malarico, anti-tumor, anti-
oxidante, anti-fungico, anti
inflamatérios, anti protozoarios

Micropropagagao e manipulagao genética
para otimizar a produgao por plantas.

Promoveu a producgao de artemisina e
monoterpenos, sesquiterpenos e
outros 6leos essenciais, canfora,
cariofileno, flavonoides, compostos
alifaticos e cumarinas

Soni et al (2022)

Carlina acaulis

(uma das mais importantes plantas
medicinais da Europa, propriedade
diurética, antibacteriana, antifingica,
tratamento de gastrite, doengas da
pele, acne, eczema, ulceras.
Inseticida, acaricida,

Pontas de ramos de plantulas cultivadas em
meio de cultura com combinagdes de BAP,
cinetina e zeatina e NAA, enraizamento em
NAA e IAA, aclimatagdo em mixtura
areia:vermiculita (1:1).

Plantas micropropagadas crescidas no
campo para a produgao de triterpenos,
polifendis, compostos volateis,
poliacetilenos, inseticida acaricida
floresceram e produziram sementes.

Spinozzi et al. (2023)

Zataria multiflora
(utilizada nas industrias farmacéutica
e de alimentos)

Gemas apicais em meio de cultura contendo
BAP e TDZ, enraizamento em meio de
cultura com AIB, foram expostas a elicitores
adicionados ao meio de cultura, incluindo
quitina e CuONPs de 6xido de cobre e
analisadas apos 5-10 dias

Plantas micropropagadas produziram
niveis maiores de antocianinas,
fendlicos totais, flavonois flavonoides e
dos 6leos essenciais timol e carvacrol,
dependendo da concentragao de
CuONPs

Asadollahei et
(2022)

al.
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Tabela 2. Micropropagagao para produg¢ao de biomassa de ramos e produ¢ao de compostos fendlicos, alcaldides e outros compostos.
Artigos publicados no periodo 2020-2023.

Espécies

Metabdlitos de interesse

Método de cultura/elicitores

Referéncias

Aronia melanocarpa
Aronia arbutifolia

Acido neoclorogénico, clorogénico,
criptoclorogénico, isoclorogenico e
rosmarinico, cafeico, antioxidantes

Culturas de ramos em meio liquido MS com BA e
NAA, com agitagdo fornecendo o0s precursores
fenilalanina, acido cinamico, acido benzoico e acido
cafeico resultou em alta produgdo de depsideos
(acido cafeico e acido ferulico).

Szopa et al. (2020)

Eryngium alpinum

Acidos fenolicos e flavonoides

Cultura de ramos em meio semi-sélido e liquido
estacionario ou com agitagdo MS com BAP, IAA e
GAs, melhor proliferagdo de ramos, maior acumulo
de acidos fendlicos e flavonadides.

Kikowska et al. (2020)

Scutellaria lateriflora

Tratamento de epilepsia, flavonoides e
verbascosideo

Cultura de ramos em agitagdo, meio MS semi-sélido
com BA e NAA gerou maiores niveis de flavonoides
e vebascosideo meio liquido com agitagdo e com
precursor hidroquinona por biotransformacao
aumentou os niveis de arbutina

Kawka et al. (2020)

Schisandra henryi

Lignanas e acidos fendlicos,

flavonoides, triterpenoides

Cultura de ramos, MS semi-solido com BA, IBA, GA3
produziu maiores niveis de lignanas e triterpenoides.

Jafernik et al. (2020)

Chamerion angustifolium

Oenoteina B e acidos fendlicos

Cultura de ramos em meio MS soélido com 2iP
produziu maiores niveis de oenoteina e acidos
fendlicos.

Dreger et al. (2020)

Musa spp.

Fendlicos totais e atividade

antioxidante

Culturas de ramos, MS semi-sdlido com IAA, BAP,
elicitores 200 uM de acido jasménico, temperaturas
de 20°C, sacarose (40-45 g/L) aumentou os
fendlicos totais e atividade antioxidante.

Ayoola-Oresanaya et al.
(2021)

Nasturtium officinale

Glicosinolatos e compostos fendlicos e
antioxidantes

Culturas de ramos, MS semi-solido com NA e NAA,
diferentes comprimentos de onda de LED RBG
(50% verde, 35% vermelho, 15% azul) produziu
maior biomasssa, maior nivel de glucosinolatos.

Klimek-Szczykutowicz et
al. (2022)




Salvia abrotanoides

Acidos fendlicos, acido rosmarinico.

Cultura de ramos, meio MS semi-sélido com
cinetina, IAA elicitados com sodium nitroprussideo
(SNP doador de oxido nitrico (NO) induziu acumulo
de acido rosmarinico e outros acidos fendlicos

Rostami et al. (2022)

Catharanthus roseous

vincristina,
vindolina,

alcaloides,
ajmalicina,

Antitumoral,
vimblastina,
catarantina

Micropropagagado para produgdo de mudas e
biomassa para producdo de alcaldides, vindolina
alcaloide majoritario derivado de culturas de ramos,
vimblastina produgdo muito maior associada com a
multiplicagdo de ramos. Culturas de ramos
mostraram aumento na produgao de leurosina e
vimblastina apés exposicdao ao UV, IAA e BA
aumentaram a producgao de ajmalicina e culturas de
ramos, maior do que em folhas de plantas em
condigdes naturais.

Acharjee et al. (2022)

Varias espécies de
plantas medicinais

Elicitores bioticos estimulam
producédo de metabdlitos secundarios

Culturas de ramos elicitadas com bactérias, fungos,
algas e polissacarideos aumentaram os niveis de
acido rosmarinico, hipericina e pseudo hipericina,
compostos  fendlicos, vanilina, vanililamina,
capsaicina em culturas de ramos de algumas
espécies medicinais.

Bhaskar et al. (2022) pctoc
ssung

Tuberaria lignosa Antioxidante, antitumoral, enzimas | Cultura de ramos apicais, meio MS com BAP para | Rebelo et al. (2022)
antioxidantes suprir mudas de alta qualidade para a industria
farmacéutica. Plantas aclimatadas aumentaram a
atividade de enzimas antioxidantes.
Hypericum perforatum Antidepressivo, flavonoides, | Cultura de ramos em meio MS liquido, agitagdo 140 | Shamita et al. (2023)

naftodiantronas, hiperforina,
quercetina, rutina, acidos fendlicos

rom, a produgdo dos metabdlitos secundarios
hiperecina e pseudohiperecina foi promovida por
aminoacidos precursores; metil jasmonato, pectina,
dextrina, nano-perlites &cido cinamico, reguladores
de crescimento (BA e IAA) e sacarose.
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4.3.3. Micropropagacgao para a produgao comercial em larga escala de

mudas

A Tabela 3 mostra um resumo das principais informagdes sobre os 11 artigos
cientificos publicados no periodo 2021-2023, citando a espécies de plantas
estudadas, as propriedades medicinais e objetivos do trabalho, os métodos de
micropropagacao utilizados e as referéncias. Os protocolos de micropropagagao
foram desenvolvidos, com sucesso, para viabilizar a produgdo comercial clonal em
massa de mudas de varias espécies de plantas medicinais. Entre os 11 artigos foi

publicada uma revisao sobre espécies de arvores medicinais (ARORA et al., 2022).

Observa-se na Tabela 3 que na maioria das espécies estudadas foram utilizados
segmentos nodais como explantes iniciais, as citocininas foram utilizadas na fase de
multiplicagdo dos ramos e as auxinas, em especial o acido indolbutirico (IBA),
utilizadas no enraizamento in vitro, protocolo tradicional utilizado em sistemas de
micropropagacao. Porém, variagdes desse protocolo foram adotadas em menor
numero de espécies, como sera ressaltado a seguir, tornando mais eficientes os

processos envolvidos na micropropagagao.

Em Hybanthus enneaspermus a adi¢do de nanoparticulas de prata (AgNPs) e
BAP, no meio de cultura de multiplicagdo de ramos e das AgNPs e IBA, no meio de
cultura de enraizamento promoveu a produ¢do do maximo numero de ramos e da

maior porcentagem de enraizamento, respectivamente (SATISH et al., 2022).

Zarei et al. (2021) demonstraram que as dificuldades encontradas no sistema de
micropropagacao tradicional fotomixotrofico utilizado para Cannabis sativa foram
eliminadas quando testaram o sistema fotoautotréfico. No sistema fotomixotréfico a
fonte de carbono adicionada ao meio de cultura, fornece os esqueletos de carbono
para sustentar o crescimento das plantas in vifro e a producdo dos metabdlitos
secundarios. Esses autores relatam que em Cannabis o0 processo de
micropropagac¢ao além de demorar de 8-12 semanas, causa a vitrificacdo, pelo
excesso de umidade acumulado dentro dos frascos, diminuindo as taxas de
multiplicagdo, enraizamento e de aclimatagdo. No método fotoautotréfico utilizado na
micropropagac¢ao de Cannabis o meio de cultura utilizado constou apenas de uma

solucao de fertilizantes contendo 5 mM do tampao MES, para estabilizar o pH 5,6,
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tendo sido eliminados do meio de cultura as moléculas organicas (agucar, vitaminas,
horménios). As culturas foram mantidas em ambientes com concentracdo de 900-
1000 uM.mol CO2/mol e ajuste da intensidade luminosa (150 umols/m-2s') aumentou
a taxa de enraizamento para 90%, reduzindo o tempo em 2 semanas e diminuiu para
4 dias o periodo de aclimatacao ex vitro, além de que a concentracado de didxido de
carbono, possibilitou o melhor crescimento dos ramos, em 6 semanas de cultivo e 0

enraizamento e aclimatagao nas 4 semanas subsequentes do cultivo.

Manipulagdes na ventilagado de frascos de cultura, que permitiram a ventilagdo
natural, promoveram o crescimento e a eficiéncia de enraizamento dos ramos em
culturas micropropagadas de Lippia dulcis (ROCHA et al., 2022). Em culturas de
pontas de ramos de Jasminanthes tuyetanhia, em sacos de nylon com membrana
Millipore, a ventilagdo promoveu maior crescimento dos ramos do que o cultivo em

sacos de nylon sem ventilacdo ou em frascos de vidro fechados (NAM et al., 2022).

Em Zingiber officinalle (ZHOW et al., 2022) e nas varias espécies de arvores
medicinais listadas na revisdo de Arora et al. (2022) o enraizamento e a aclimatagao
ex vitro foram conduzidos com sucesso. Em Handroanthus impetiginosus 0s ramos
micropropagados foram transferidos para meio de cultura sem e com IBA, onde
permaneceram por 3 dias, antes de serem transferidos para meio de cultura sem IBA,
em que foram inoculados com 100 yL de meio cultura de linhagens endofiticas de
culturas de Rhizobium sp e Paenibacillus sp., que aumentaram significativamente a
porcentagem de enraizamento dos ramos que nao foram pré-induzidos com IBA
(YARTE et al., 2022).

A importante revisdo publicada por Arora et al. (2022), sobre as arvores
medicinais, reune muitos artigos cientificos sobre a propagacéo in vitro, conservagao
in vitro a longo prazo e producado de compostos de bioativos de interesse para as
industrias farmacéuticas. Esses autores afirmam que, apesar da grande quantidade
de pesquisas realizadas, poucos foram os metabdlitos secundarios de arvores
medicinais produzidos em escala comercial destacando-se o taxol, ampotecina e
azadiractina. Entre os estudos de culturas de tecidos realizados em 58 espécies
citadas, 43 foram sobre micropropagacdo envolvendo a multiplicacdo de ramos,
enraizamento e produgao de plantas, sendo que na grande maioria 0s segmentos

nodais foram utilizados como explante inicial. Em pouquissimos casos foram utilizadas
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as pontas de ramos, as gemas apicais, segmentos nodais cotiledonares como

explantes.

Esses autores relatam que os meios de cultura mais utilizados na
micropropagacao de espécies de arvores medicinais foram o MS e o WPM (meio
especifico para plantas lenhosas). A citocinina mais utilizada foi o BAP, apesar de
outras como cinetina, zeatina, tidiazuron e metapolina terem sido eficientes na
proliferagdo de ramos a partir das gemas axilares. O agente geleificante mais utilizado
na maioria das espécies foi o agar em meio solido, e outros suplementos como fontes
de carbono, nitrogénio, glutamina, prolina, arginina e acido citrico promoveram a
proliferagcdo de ramos em algumas espécies. O enraizamento in vitro na maioria dos
casos ocorreu com a adicdo do acido indol butirico (IBA) ao meio de cultura. Nas nas
duas ultimas décadas os autores observaram que o enraizamento ex-vitro, conduzido
ao mesmo tempo que a aclimatacao, tem sido o método mais utilizado para enraizar
0s ramos as arvores medicinais. Afirmam que as raizes formadas sao bem
desenvolvidas, apresentado pelos radiculares, que podem otimizar a absorgdo de

nutrientes e facilitar a aclimatagdo das plantas (ARORA et al., 2022).

Os artigos recentes levantados nessa revisdo mostraram que, o uso de AgNPs
com BAP na multiplicagado de ramos, o cultivo fotoautotrofico, a adogao de ventilagao
natural nos frascos de cultura, o enraizamento promovido pela inoculagdo de
microrganismos endofiticos e a eficacia do enraizamento e aclimatagao ex vitro,
conduzidos simultaneamente, foram procedimentos de impacto positivo nos
protocolos de micropropagacgao de plantas medicinais, para produ¢cdo de mudas em

larga escala.
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Tabela 3. Micropropagacéo para a produgao de comercial de mudas de espécies medicinais. Artigos publicados no periodo 2021-2023.

Espécies

Propriedades da espécie e objetivos do
trabalho

Métodos de cultivo

Referéncias

Stephania dentifolia

Medicina tradicional, multiplos alcaldides,
micropropagacgao, producao de plantas
saudaveis in vitro, desenvolver método
eficiente de micropropagacéao

Segmentos nodais de plantas  saudaveis,
multiplicagdo em meio MS + 1 mg/L BA + 0,2 mg/L
NAA + 0,5 mg/L cinetina + 0,1 mg/L tidiazuron + 2 g/l
carvao ativado; emraizamento em %2 MS + 0,5 mg/L
IBA, aclimatagao solo:perlite (3:1)

Yu et al. (2023)

sobrevivéncia

promoveu cluster multiplicacdo de ramos; os ramos
sem raiz transferido para bandejas contendo 8-10 cm
de substrato perlite:vermiculite (1:1) umedecido com
solucdo de %2 MS + 1 mg/L NAA para o enraizamento
ex-vitro e aclimatagao

Basella alba Antifungica, antioconvulséo, anti- | Pontas de ramos, nds, multiplicagdo em meio MS + | Ranganatha et al. (2023)
inflamatoéria, analgésica, fendlicos e | 0,1 mg/L BA + 0,5 mg/L cinetina + 0,1 mg/L IAA;
flavonoides, produgdo em massa de | enraizamento em MS + 0,5 mg/L IBA; aclimatagao em
plantas solo

Zingiber officinale Gengibre, desenvolver sistema de | Meristemas, multiplicagdo em meio MS + 1 uM 6-BA | Zhou et al. (2022)
aclimatacao para aumentar a|+ 0,5 puM NAA, com 1 uM de 6-BAP e 0,5 pM ANA

Hybanthus enneaspermus

Infecgdo urinaria, inflamagao, leucorreia,
asma, alcaldide, sitosterol, antraquinonas,
diosgenina, triterpenos, desenvolver
mipropagagao clonal eficiente para
implementar edigdo de genes

Pontas de ramos, multiplicagdo em meio MS + com
1,5 mg/L BAP + 3 mg/L AgNPs; enraizamento in vitro
em MS + 1 mg/l AIB + 1 mg/L AgNPs; aclimatacdo em
solo esterilizado.

Satish et al. (2022)

Lippia dulcis
(hortela-doce)

Aromatica, controle de glicose, sedativo,
micropropagagao para producdo de
mudas em recipiente com ventilagdo
natural (cultura fotoautotrdéfica)

Segmentos nodais, ventilagdo natural, tipos de
tampas dos recipientes de cultura, membrana NVS4
(ventilagdo natural com tampas dos frascos com 4
orificios com 4 membranas porosas) contendo meio

Rocha et al. (2022)
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MS + agar, sem sacarose, sem regulador de
crescimento, cultivados com intensidade luminosa de
42 umo/lm?/s' sem reguladores de crescimento
promoveu o crescimento, desenvolvimento, acumulo
de compostos fendlicos e defesa antioxidante por
mecanismo ndo enzimatico

Alangium salviifolium

Medicina ayuverdica, laxativo, hemorragia,
pressao sanguinea, alcaldides, compostos
fendlicos, flavonoides, salicina,
caempferol, desenvolver método eficiente
de propagagao para propagagdo em larga
escala

Segmentos nodais, multiplicagdo em meio WPM +
1,42 uM 1AA e 1,11 uM BA; enraizamento em WPM +
2,46 yM AIB; aclimatagdo em solo:peat moss:humus
(1:1:1).

Pandey et al. (2022)

Jasminanthes tuyetanhiae

Medicina popular, telosmosideos, testar o
efeito da cultura com ventilagdo no
crescimento dos ramos e eficiéncia de
enraizamento in vitro.

Segmentos nodais de plantas ex-vitro, multiplicagdo
em MS + 30g/L sacarose + 0,5 mg/L BA;
enraizamento em MS + 0,5 mg/L IBA; pontas de
ramos cultivadas em embalagem de nylon com
membrana de ventilagdo millipore de 0,47 uM +
intensidade luminosa de 40-45 yM de fotons/m?/s a
ventilagcdo aumentou a eficiéncia do enraizamento em
relacdo aos frascos de vidro fechados e os sacos de
nylon sem ventilagdo, promovendo o melhor
crescimento dos ramos e formacdo de raizes
secundarias.

Nam et al. (2022)

Lippia javanica

Medicinal, 6leos essenciais e compostos
volateis com aplicagdes farmacéuticas,
desenvolver protocolo eficiente de
micropropagacao in vitro

Segmentos nodais, multiplicagdo em MS + 2 mg/L 6-
BAP + 0,5 mg/L cinetina; enraizamento em MS + 1
mg/L IBA; aclimatagdo em solo.

Mood et al. (2022)

Varias espécies de arvores
medicinais importantes

Micropropagacao de diferentes espécies
de arvores medicinais produtoras de

Segmentos nodais com gemas axilares utilizados na
maioria das citagbes, varios protocolos de
multiplicagdo de ramos (BAP), enraizamento in vitro

Arora et al. (2022_
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compostos ativos para suprir a produgao
de mudas para as industrias farmacéuticas

(IBA) e ex-vitro, método ideal de enraizamento e
aclimatagao

Tuberaria lignosa

Antioxidante, anti-inflamataria,
antimicrobiana, antitumoral, compostos
fendlicos, favonoides, acidos fendlicos,
suprir plantas clonadas de alta qualidade
para a industria farmacéutica

Segmentos de ramos apicais maxima proliferagdo em
meio %2 MS + 1 mg/L BAP ou 1 mg/l meta topolina,
100% enraizamento em MS + 1 mg/L IAA;
aclimatagdo fibra de coco:ships de coco:peat
(60%:20%:20%) plantas com maior nivel de enzimas
antioxidantes em relagéo a planta mae.

Rebelo et al. (2022)

Handroanhus impetiginosus

Micropropagacao, testar linhagens
endofiticas no enraizamento in vitro dos
ramos, otimizagao do enraizamento in vitro

Ramos multiplicados in vitro inoculados por 3 dias em
¥ Gamborg + 20 g/L sacarose + 6 g/L agar + 0 ou 30
MM IBA por 3 dias e em seguida transferidos para
frasco com 15 mL de %2 MS sem auxinas para o
desenvolvimento de raiz, cada ramo foi inoculado com
100 pL de meio de cultura com Rhizobium sp e
Paenibacillus sp,, o tratamento sem IBA e inoculado
com endofiticos aumentou a porcentagem de
enraizamento, o crescimento da parte aérea e das
raizes, e modificaram perfil de proteinas e lignina das
plantas.

Yarte et al. (2022)

Santalum album

Aromaterapia, antimicrobiano, anti-
inflamatdrio, antioxidante, anticancer,
Oleos essenciais, santalol componente

Segmentos nodais, multiplicagdo em MS + 1 mg/| BAP
+ 5 mg/L IAA; enraizamento em %2 MS + 1 mg/L IBA;
aclimatacao em soilrite:coco peat (1:1)

Shekhawat et al. (2021)

majoritario, vulneravel, producdo de
mudas
Eupatorium glandulosum Antisséptica, analgésica, antipirética, | Segmentos nodais, multiplicagdo em meio MS + 0,5 | Nithya et al. (2021)
adstringente, termogénica, coagulante | m/L IAA + 3 mg/L BA; enraizamento em meio MS + 4
sanguineo, alcaloides, glicosideos, | mg/L AIB; aclimatizacdo em solo:areia:coco peat

flavonoides, taninos, fendlicos, saponinas
com propriedade antioxidante,
desenvolver propagagdo em massa

(1:1:1)
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Pulsatilla turczaninovii

Medicinal, ornamental, melifera, produgéo
de mudas e fendlicos

Segmentos nodais, multiplicagdo em MS + 2,5 mg/L
2iP + e1 mg/L IAA; enraizamento em MS + 1 mg/L de
ACC precursor de etileno, que promove o
enraizamento

Hanus-Fajerska et
(2021)

al.

Chamerion angustifolium

Ferimentos, doengas de pelo, desordens
estomacais, inflamagéao prostata, doencas
urinarias e dos rins, anticancer
flavonoides, oenoteina, acido cafeico,
desenvolver a multiplicagdo in vitro de
genotipos regenerados in vitro para.

Multiplicagdo de ramos regenerados a partir de raizes
de plantulas em meio MS + 0,1 mg/l BAP + 0,5 mg/|
AlA; enraizamento em meio %2 MS + 0,5 mg/l 1AA;
aclimatagao em solo:perlite (2:1) esterilizado:

Dreger et al. (2021)

Cannabis sativa

Tratamento de epilepsia, fitocanabindides,
desenvolver  micropropagagdo  foto-
autotrofica para superar as dificuldades da
micropropagagao convencional e otimizar
a produgao comercial em larga escala

Segmentos de pontas de ramos de plantas crescidas
em casa de vegetacdo (5-7 cm) esterilizados e
inoculadas em plugs esterilizados de fibras, colocados
em recipiente esterilizado Microbox com 300 ml de
fertilizante esterilizado, pH 5,6 e tampdo MES,
mantidos sob 23°C, fotoperiodo 18/6, 900-1100
pmol/mol de diéxido de carbono, LED e densidade de
150 uM de fotons/m?/s promoveu o enraizamento e
diminuiu o tempo do ciclo da micropropagacgéo
(enraizamento em 2 semanas e aclimatagao ex vitro
em 4 dias)

Zarei et al (2021)
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4.3.4. Micropropagagao para conservagao in vitro

A Tabela 4 mostra artigos cientificos encontrados no periodo 2019-2022
sobre criopreservagao in vitro de plantas medicinais e contém as informagdes
sobre a espécie estudada, os objetivos de cada estudo, os métodos de

conservagao in vitro utilizados e as referéncias.

Os sistemas de micropropagagédo por gerarem grandes quantidades de
ramos em curto espaco de tempo, sao utilizados como fontes abundantes de
explantes para os experimentos de conservagao in vitro de propagulos vegetativos
em condicdes assépticas. Em todos os casos mostrados na Tabela 8 os explantes
utilizados para os experimentos de conservacado in vitro foram removidos de
culturas in vitro de plantas micropropagadas, exceto no caso de Cannabis sativa
(LATA et al., 2019), em que as pontas de ramos foram removidas de plantas

crescidas ex vitro em ambiente controlado.

Os tipos de explantes que podem ser armazenados in vitro, com potencial
de produgdo de mudas em larga escala e manutengédo da estabilidade genética
sdo: meristemas apicais, pontas de ramos, segmentos nodais, gemas axilares,
gemas apicais, propagulos vegetativos que sao utilizados na geracdo de mudas
em larga escala. Para facilitar a manipulacao, esses propagulos vegetativos podem
ser encapsulados em alginato de célcio e sdo produzidas entdo as sementes
sintéticas. Quando necessario, os propagulos vegetativos sdo removidos da
condicdo em que sdo armazenados in vitro e inoculados em meio de cultura, para
a producdo de mudas em larga escala, para suprir as demandas da produgao

comercial para o plantio e producao de biomassa para as industrias farmacéuticas.

Entre os artigos mostrados na Tabela 4 € possivel observar que em trés
estudos foi utilizado o método de conservacao in vitro de sementes sintéticas por
restricao do crescimento, induzido pela reducédo da temperatura do ambiente para
4°C (Satureja khuizstanica) (ASADI et al., 2022), 4°C e 12°C (Azadirachta indica)
(KADER et al., 2022) e 4°C e 24°C (espécies de arvores medicinais, Arora et al.
(2022). Foram utilizadas nesses casos sementes sintéticas de segmentos nodais

e de pontas de ramos e os periodos curtos de armazenamento variaram entre 2 e
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16 semanas. Os métodos de conservagao in vitro por restricdo do crescimento sao

de curto prazo.

Na maioria dos artigos da Tabela 4 foi utilizado o método de conservagéo in
vitro a longo prazo, através da criopreservagao em nitrogénio liquido a -196°C, que
cessa totalmente o metabolismo celular. E possivel observar que diferentes tipos
de protocolos de criopreservacao foram utilizados com sucesso, dependendo da
espécie. Predominaram os protocolos de vitrificagao e os propagulos vegetativos
mais utilizados foram as pontas de ramos, em apenas um caso foram utilizadas as
gemas axilares (Cannabis sativa)(LATA et al., 2019). As pontas de ramos e as
gemas axilares sdo os explantes mais adequados para a criopreservagao, pois as
células meristematicas podem conter menor teor de agua que as células ja

diferenciadas, por ndo terem vacuolos ou terem vacuolos pequenos.

A vitrificacdo é um tratamento em que os explantes sdo imersos em uma
solugdo viscosa de crioprotetores, muito densa (30% glicerol + 15% etilenoglicol +
15% dimetilsuféxido), para reduzir o teor de agua das células e evitar a formagéao
de cristais de gelo. Alguns dos componentes dessa solugao penetram nas células
e alteram as propriedades coligativas da agua dificultando a formagéo de gelo,
como o DMSO e o glicerol e outros ndo penetram, como o etilenoglicol que
permanece no meio extracelular aumentando a viscosidade e induzindo a saida da
agua e a desidratacao da célula, para evitar a formacéao de gelo no citoplasma. Na
presenga dessa solugdo, a agua do suco celular fica no estado vitreo, nem sdlido
e nem liquido e isso impede a formagéao dos cristais de gelo, que podem danificar
as células. Em apenas uma espécie nao foi utilizada a vitrificagdo, mas o método
do encapsulamento-desidratacdo, em que as gemas axilares de Clitoria ternatea
foram encapsuladas em alginato de calcio e submetidas a desidratagao antes da

imersao em nitrogénio liquido (NAIR et al., 2021).

Arora et al. (2022), na revisdao publicada sobre recentes progressos na
biotecnologia de plantas medicinais relatam que, entre os artigos sobre
conservagao in vitro publicados no periodo 2005-2021, entre as 13 espécies de
arvores medicinais estudadas 4 foram conservadas in vitro por curto e médio
prazo, por restricdo do crescimento: Azadirachta indica (sementes sintéticas de
segmentos nodais conservadas a 12°C por 4 semanas), Melia azedarach (pontas
de ramos conservadas a 4°C por 12 meses), Pistacia lentiscus (pontas de ramos



43

conservadas a 4°C, no escuro, por 12 meses) e Garcinia indica (ramos inteiros
originados in vitro foram conservados nas condi¢gées normais de cultivo em meio

de cultura com baixas concentragdes de citocininas).

Em cinco das 13 espécies citadas por Arora et al. (2022) foi utilizada a
criopreservagdo em nitrogénio liquido, através da aplicacdo de diferentes
protocolos de vitrificagdo utilizando explantes originados de sistemas de
micropropagag¢ao de ramos: (em pontas de ramos axilares de Crateva nurvala),
vitrificagdo em goticulas (pontas de ramos de Hancornia speciosa), V-crioplaca
(pontas de ramos de Hovenia dulcis), encapsulamento-vitrificacdo (pontas de
ramos de Melia azedarach) e encapsulamento-vitrificagdo combinado com pré-
cultura em trealose, para otimizar a desidratacdo osmoética (pontas de ramos de
Parkia speciosa). Esses autores relatam que os métodos de vitrificagéo,
encapsulamento-vitrificacdo e encapsulamento-desidratagcao foram os métodos
mais aplicados na conservagao a longo prazo de arvores medicinais. Em 9 dos 16
protocolos relatados nos artigos cientificos foram utilizados explantes obtidos a

partir dos ramos produzidos in vitro por sistemas de micropropagacao.
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Tabela 4 — Artigos publicados no periodo (2019-2023) sobre conservagao in vitro de germoplasma através da criopreservagao, por
meédio e longo prazo ou pelo método de restrigdo do crescimento, por curto prazo.

Espécie

Objetivo

Método

Referéncias

Satureja khuizstanica

(anti-inflamatéria,
antioxidante, anti-
fungica, taninos, Ooleos
essenciais)

Conservagao de
germoplasma in vitro por
curto periodo através da
restricdo do crescimento.

Sementes sintéticas a partir do encapsulamento em alginato
de segmentos nodais e pontas de ramos produzidos in vitro
conservadas em meio MS sem reguladores de crescimento,
por duas semanas a 4°C.

Asadi et al. (2022)

Varias espécies de
arvores medicinais

Conservagao in vitro por
periodos curtos e médios,

por restricao de
crescimento e por longos
periodos, por
criopreservagao em

nitrogénio liquido

Segmentos nodais e pontas de ramos contendo meristemas
apicais encapsulados em alginato e conservados a 4°C ou
12°C; criopreservacdo de pontas de ramos contendo
meristemas apicais pelos métodos de vitrificagdo em
goticulas ou em crioplacas, desidratacdo, encapsulamento-
desidratacao.

Arora et al. (2022)

Azadirachta indica

(terpendides,
biopesticidas, inseticidas)

Micropropagacéao de
plantas crescidas in vivo e
conservagao in vitro por
restricdo do crescimento
por periodos de até 120
dias

Sementes sintéticas produzidas a partir de pontas de ramos
obtidas de plantas micropropagadas, através do
encapsulamento em alginato foram conservadas em placas
de Petri contendo agua destilada e mantidas a 4°C e 24°C;
taxas maiores de sobrevivéncia foram obtidas a 24°C em
todos os periodos testados de 15-120 dias (82,22-97,22%).

Kader et al. (2022)

Clitoria ternatea

(antidiabética, anti-
inflamatdria, anticancer,
neuroprotetora)

Criopreservagcao em NL

Gemas axilares de plantas
criopreservadas pelo método de
desidratacdo (sobrevivéncia 60%).

micropropagadas
encapsulamento-

Nair et al. (2021)




Hovenia dulcis

(infegcaointestinal,
antioxidante,
hepatoprotetora,
antioxidante)

Criopreservagado em NL

Pontas de ramos de plantas micropropagadas
criopreservadas pelo método de vitrificagdo em goticulas e
V-crioplaca (sobrevivéncia 100%).

Saavedra et al. (2021)

Gentiana kurroo

(glicosideos, alcaldides,
medicinal)

Criopreservagado em NL

Pontas de ramos de ©plantas micropropagadas
criopreservadaspelo método de vitrificagao e vitrificagdo em
goticulas (sobevivéncia 60%).

Sharma et al. b (2021)

Passiflora suberosa

(ansiedade, hipolicemica,
diabetes, flavonoides)

Criopreservagao em NL

Pontas de ramos de ©plantas micropropagadas
criopreservadas pelo método de vitrificacdo e V-crioplaca
(sobrevivéncia 45-60%).

Vianna et al. (2019)

Cleome spinosa

(diurética, antinoceptiva,
anti-inflamataéria)

Criopreservagao em NL

Pontas de ramos de ©plantas micropropagadas
criopreservadas pelo método de vitrificacdo. e V- crioplaca
(sobrevivéncia 83,3%).

Vilardo et al. (2019)

Cannabis sativa

(fitocanabindides,
possiveis efeitos
terapéuticos no controle
de convulsdes, reducao
inflamagéo)

Criopreservagao em NL

Gemas axilares de plantas crescidas indoor criopreservadas
pelo método de vitrificagdo em goticulas e V-crioplaca.

Lata et al. (2019)

Tussilago farfara

(tosse, bronquite, anti-
inflamatoria, anti-
espasmadica)

Criopreservagado em NL

Pontas de ramos de plantas micropropagadas
criopreservadas pelo método de vitrificagdo em goticulas.

Hambeck et al. (2019)
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4.3.5. Aplicagao da nanotecnologia para otimizar procedimentos

utilizados na micropropagacgao

As nanoparticulas possuem pelo menos uma dimenséo entre 1 e 100 nm e a
nanotecnologia estuda a manipulagdo dessas particulas para testar suas
propriedades em varias areas da ciéncia. As nanoparticulas compostas por metais e
oxido de metais s&o as mais utilizadas na agricultura e em sistemas de culturas de
tecidos de plantas, atuando na desinfec¢ao de explantes, como agentes antifungicos
e antibacterianos, na otimizagdo da micropropagacdo das plantas, promovendo a
producgao e o crescimento de ramos, raizes e a sobrevivéncia das plantas aclimatadas

e como elictores do metabolismo secundario (MAHAJAN et al. 2022).

A relevancia do emprego das nanoparticulas para otimizar processos na area
de biotecnologia de plantas medicinais tem sido destacada pelas diferentes revisdes

sobre o tema publicadas no periodo entre 2021 e 2023 (Tabela 5).

Em 2022 foi publicada uma revisdo por Mahajan et al. (2022), sobre a utilizagao
especifica da aplicagao in vitro de nanoparticulas de prata (AgNPs) em diferentes
espécies de plantas. Sobre Stevia rebaudiana foram publicadas duas revisdes: Biswas
et al. (2023), descreveram os impactos de varios tipos de nanoparticulas na
micropropagacao, crescimento das plantas e produgao de glicosideos de esteviol,
esteviosideo, rebaudiosideo A e outros metabdlitos secundarios, como compostos
fendlicos e 6leos essenciais. Ahmad et al. (2023), relataram os efeitos de diferentes
nanoparticulas sobre culturas in vitro de Stevia rebaudiana, ressaltando que
nanoparticulas de ferro (FeNPs) em baixas concentragdes, aumentaram os fendlicos
totais, flavonoides e atividade antioxidante das culturas. Ainda em 2023 as seguintes
revisdes sobre o tema foram publicadas: Bernela et al. (2023), abordando a aplicagao
das nanoparticulas em varias espécies de plantas medicinais, incluindo sistemas de
cultura in vitro e Singh et al. (2023), descrevendo o cenario atual e futuro da aplicagao
das nanoparticulas como elicitores em culturas in vitro de tecidos vegetais de varias

especies de plantas.

Além dessas revisdes a Tabela 5 mostra resumos de artigos especificos
publicados no periodo 2020-2023 sobre os efeitos promotores de nanoparticulas de

AgNPs na micropropagacao e teor de saponinas de Panax vietnamensis (CUONG et
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al. 2021), na proliferacédo, crescimento in vitro de ramos e raizes de Hybanthus
enneaspermus, aumentando a eficiéncia da aclimatagdo, no solo, das plantas
micropropagadas (SATISHI et al., 2022) e de nanoparticulas de ouro (AuNps), no
desenvolvimento, multiplicagdo in vitro, aumento da atividade de enzimas
antioxidantes, fendlicos e taninos em plantas de Lamprocapnos spectabilis (Kulus et
al., 2022).

A revisao de Bernela et al. (2023) destaca o numero crescente de publica¢des
sobre a aplicagdo da nanotecnologia na agricultura, mostrando que em 2012 o numero
de publicagbes era menor que 100, atingindo entre 800 e 900 publicagdes, em 2022,
sendo que a mesma tendéncia foi observada no numero de publicagdes sobre plantas
medicinais, que sao o objetivo principal da revisdo. Esses autores fazem uma
compilagao sobre o impacto positivo das nanoparticulas no cultivo de varias espécies
de plantas medicinais no campo e in vitro. Ressaltam que a utilizacdo das
nanoparticulas em sistemas de cultura in vitro contribuiram para a otimizagao de
processos de propagacao de plantas, no estabelecimento de culturas assépticas,
regeneragdo de plantas, embriogénese somatica, producdo de metabdlitos
secundarios e transformacgao genética, por viabilizarem métodos mais faceis, rapidos

e eficientes de transferéncia de genes.

As nanoparticulas de 6xidos dos metais de prata, zinco, aluminio, ouro, ferro,
titdnio, niquel e silicio mostraram efeitos antimicrobianos contra fungos e bactérias e
foram utilizadas com sucesso, como alternativa aos métodos convencionais de
desinfeccédo do material vegetal, durante o estabelecimento in vitro. As nanoparticulas
de prata (AgNPs) foram as mais utilizadas nos trabalhos realizados com as plantas
medicinais estudadas por Bernela et al. (2023), tanto como agentes esterilizantes
como para o controle da oxidagcao dos explantes in vitro, por controlarem a excrecao
de polifendis para o meio de cultura. Os autores citam que na micropropagacao de
Rosmarinus officinallis, utilizando segmentos de caule contendo as gemas axilares,

as AgNPs promoveram maiores taxas de desinfecgdo e menores taxas de oxidagao.

Singh et al. (2023) mencionam na revisao publicada uma lista de 30 espécies
de plantas em que as NPs foram utilizadas na desinfeccdo de explantes sendo que,
em 24 delas foram utilizadas as AgNPs e nas demais espécies foram utilizadas
nanoparticulas de 6xido de cobre, zinco, titanio e grafite. As concentragcoes das AgNPs
variaram entre 1-15 mg/L, como em isolamento de protoplastos de Nicotiana tabaco,
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predominando as concentragdes de as 25-500 mg/L para a maioria das espécies
como Valeriana officinalis, Araucaria excelsa, Vitis vinifera, Rosa hybrida, Catharantus
roseus, Ocimum sp. Os autores ressaltam que quando as NPs foram utilizadas em
combinagdo com outros agentes desinfectantes, como alcool 70% e hipoclorito de

sodio, havendo efeito sinergistico, que aumentou a eficacia do protocolo.

Esses autores ressaltam que o efeito antimicrobiano das NPs é atribuido aos
danos que podem causar na parede celular, na membrana dos microrganismos € no
interior da célula, através da penetracao e indu¢ao do estresse oxidativo. A interacao
das cargas negativas da membrana do microrganismo com as cargas positivas das
NPs pode gerar a adesao eletrostatica, alterando o potencial e a permeabilidade da
membrana e danificando a cadeia de transporte de elétrons e a destruicdo da
integridade celular, o que levaria a perda de ions, proteinas e de outras moléculas

importantes do metabolismo microbiano.

Exemplos de espécies medicinais citadas por Bernela et al. (2023), em que as
nanoparticulas promoveram a producao de metabdlitos secundarios em culturas de
ramos e de plantas in vitro foram: em Isatis constricta as AQNPs promoveram aumento
de 1,15 vezes em indigo, um corante azul natural; Matricaria recutita aumentou em
4,4 vezes os fendlicos totais com TiO2NPS e com nanoparticulas de silicio SiNPs
aumentou 10,58 vezes, em relagdo ao controle. Em Mentha piperita as SiNPs
aumentaram 11,9 vezes os fendlicos totais; em Withania Zn-AgNPs aumentaram 14
vezes os fendlicos totais; em Stevia rebaudiana as ZnONPs aumentaram 3,65 vezes
o teor de rebaudiosideo A e em 1,17 vezes o conteudo de esteviosideo. A grande
maioria dos artigos citados pelos autores utiliza as nanoparticulas em outros tipos de
culturas in vitro como calos, suspensodes celulares, cultura de raizes e ainda € baixo o
numero de artigos em que as nanoparticulas foram utilizadas em culturas de ramos,
o que indica que o potencial das nanoparticulas deve ser mais explorado nos sistemas

de micropropagacao.

As nanoparticulas atuam como elicitores, promovendo a biossintese de
metabdlitos secundarios importantes nas industrias de cosméticos, farmacéuticas,
nutracéuticas, além das varias estratégias que sao rotineiramente usadas para
aumentar a producdo de metabdlitos secundarios in vitro como fornecimento de

precursores, biotransformacao e a otimizagdo de meio de cultura. As nanoparticulas
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agem como elicitores e diferentes tipos de nanoparticulas tem sido utilizadas, como

as nanoparticulas de niquel (NIAGNPs,) e de ouro-prata (AgAu NPs).

Bernela et al. (2023) relatam que as NPs podem atuar no aumento da
expressao de genes envolvidos na biossintese de varios metabdlitos secundarios,
como por exemplo: as nanoparticulas de titanio (TiO2) e silicio (SiO2) aumentaram a
expressao de genes da enzima geranil difosfato sintase, envolvida na sintese de
timoquinona em Nigella sativa; nanoparticulas de silicio aumentaram a expresséo das
enzimas PAL (fenilalanina aménia liase, enzima reguladora da sintese de muitos
compostos fendlicos) e RAS (sintase de acido rosmarinico) na produgédo de acido
rosmarinico em Dracocephalum kotschyi. Em Stevia rebaudiana as AgNPs
aumentaram a expressao de todos os genes chaves que atuam na biossintese de
glicosideos de esteviol e rebaudiosideo e quando aplicadas as folhas de Salvia
officinallis ativaram as enzimas PAL e RAS. Além de atuar na regulagcéo das enzimas
as nanoparticulas podem interferir no metabolismo secundario das plantas, agindo
nas cascatas de sinalizacao, influenciando a regulagao das cinases e do metabolismo

celular, através da interacdo com os receptores de calcio da membrana celular.

Singh et al. (2023) detalham que a penetragdo das NPs nas células depende
do afrouxamento das microfibrilas da parede celular, indug¢ao de canais transientes da
membrana e ligacdo dessas moléculas as proteinas carregadoras presentes na
membrana ou as proteinas imersas na membrana celular. Isso causa movimentos de
entrada de ions calcio nas células, seguido da produg¢ao de ROS em resposta ao esse
estresse oxidativo causado, o que resulta na fosforilagdo que ativa a cascata de
sinalizagao da proteina cinase MAPK e a ativacao direta da transcricdo de genes das
vias de biossintese de enzimas antioxidantes e de metabdlitos secundarios. A
ativagao de genes no nivel transcricional para a producao de metabdlitos secundarios
induzida pelo acumulo de ROS pode também ocorrer indiretamente, através do
estimulo da sintese de horménios acido jasmdnico, metil jasmonato e acido salicilico,
moléculas sinalizadoras do mecanismo de defesa das plantas. A ativacao de genes a
nivel transcricional para a produ¢ao de metabdlitos secundarios pode também ser

induzida indiretamente pelo etileno, resultante do acumulo de ROS.
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Apesar das nanoparticulas desempenharem papel importante na cultura in
vitro, em especial na desinfec¢cao dos explantes, para o estabelecimento das culturas,
multiplicagdo, crescimento em altura e enraizamento dos ramos e produgdo de
metabdlitos secundarios, pouco se conhece sobre o seu mecanismo de agao, sendo
necessarias pesquisas futuras para esclarecer os mecanismos de como atuam para
modular o crescimento, desenvolvimento e os mecanismos de defesa das plantas
(BERNELA et al., 2023).
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Tabela 5. Artigos recentes publicados no periodo 2020-2023 sobre efeitos das nanoparticulas adicionadas ao meio de cultura para

otimizar a micropropagacao e produgao de metabdlitos secundarios.

Espécie

Tipo de nanoparticula

Resultados

Referéncias

Varias espécies de plantas
medicinais

Varios tipos de nanoparticulas
foram utilizados em culturas in
vitro de varias espécies de
plantas medicinais.

AgNPs um dos tipos mais utilizados, efetivas na
desinfecgao de explantes, promoveu regeneragéo de
calos e embriogénese somatica, aumentou a
producao de metabdlitos secundarios

Bernela et al. (2023)

Stevia rebaudiana

Nanoparticulas de prata AgNPs
e de oxidos de zinco (ZnONPs) e
cobre (CuONPs)

Promoveu maior produgcdo de ramos e comprimento
por explante (12,5 — 50 mg/L); aumentou o teor de
clorofila (25 mg/L); mais alta porcentagem de
enraizamento (2 mg/L ZnO e CuO NPs); aumentou
glicosideos de esteviol, esteviosideo, rebaudiosideo
A, fendlicos totais, flavonoides totais e atividade
antioxidante.

Biswas et al. (2023)

Stevia rebaudiana

Nanoparticulas de Oxidos de
zinco, cobre, titanio (ZnO, CuO,
TiO2 NPs), de ouro-cobre
(AuCu), prata (AgNP) e ferro
(FeNP).

Elicitores que aumentaram os teores de fendlicos
totais, flavonoides, rebaudiosideo A, esteviosideo,
Oleos essenciais, capacidade antioxidante, poder
redutor em ramos, raizes, calos cultivados in vitro

Ahmad et al. (2023)

Varias espécies de plantas

Varios tipos de nanoparticulas
utilizadas na desinfecgao de
explantes, indugao de calos e
organogénese e elicitagdo de
compostos em culturas in vitro.

Eficacia na desinfecgdo de explantes (AgNPs mais
utilizadas, com menor frequencia CuO, ZnO, TiO2,
Grafite); promoveu inducdo de calos e organogénese
(AgNPs em mais que 50% dos casos, seguidas por
Zn0, CuO, TiO2 e FeO4/03); promoveu a elicitagdo
de compostos (AgNPs, TiO2 e mesmos tipos citados
acima seguidos de quitosana, Mn203, CdO, NiO, SiO
e outros menos utilizados)

Singh et al. (2023)

Varias espécies de plantas

AgNPS, uma das
nanoparticulas mais aplicadas
no crescimento de plantas in

Promoveu a germinagao in vitro e o crescimento da
plantula, desinfeccdo de explantes, propagacao in
vitro, producéo de metabdlitos in vitro,

Mahajan et al. (2022)




vitro e producéo de
metabdlitos, mecanismos de
acgao.

Hybanthus enneaspermus

AgNPs a 3 mg/L + BAP a 1,5
mg/L (para proliferacdo de
ramos) e AgNPs a 1 mg/L + IBA
a 1 mg/L (enraizamento).

Estimulou a produgcdo e crescimento de ramos
(90,66% de inducdo e maximo de 77,23 ramos);
induziu raizes em 87% dos explantes em maior
niumero € com maior crescimento, aumentou a
eficiéncia da aclimatagao das plantas em solo.

Sathish et al. (2022)

Lamprocapnos spectabilis

Nanoparticulas de ouro (AuNPs)
de 13 nm de didmetro
adicionadas nas concentragdes
de 0, 50, 75, 100 ppm (2
ml/frasco) aos frascos contendo
0s segmentos nodais de ramos
inoculados em meio de cultura
MS + 1 mg/L cinetina + 30g/L
sacarose + 8 g/L agar; controle

AuNPs promoveram a melhor produgdo de
ramos/explante (75 ppm), maiores taxas de
propagacédo de 19,8-22,9 (50 e 75 ppm), taxa de
enraizamento igual ao controle (75 ppm), a atividade
de enzimas antioxidantes (100 ppm), a produgado de
fendlicos totais (50-100 ppm); maior comprimento das
raizes (100 ppm).

Kulus et al (2022)

Panax vietmanensis

Nanoparticulas de prata
(AgNPs) < 20 nm em
concentracdes de 0,4 a 2 mg/L
adicionadas ao meio de cultura
MS + 1mg/L 2,4-D, 0,5 mg/L NAA
antes da autoclavagem. Em
seguida foram inoculados 0,5 g
de calos/frasco. Plantas
micropropagadas foram
cultivadas em meio SH com 1mL
NAA e AgNPs.

A 1,6 mg/L as AgNPs estimularam a embriogénese
somatica, em relagdo ao controle sem AgNPs,
aumentaram o numero de embrides somaticos,
(140/frasco) o numero de embrides convertidos em
plantas (14,66/frasco) e a massa seca das plantas (86
mg). A 1,2 mg/L as AgNPs proveram o crescimento
do rizoma, em relacdo ao controle sem AgNPs, em
didmetro, comprimento, massa fresca, por inibir o
acumulo de etileno, aumentou a sobrevivéncia das
plantas aclimatadas (93,65%), dobrou o teor de
saponinas nos rizomas em comparagido com nao
tratadas depois de 4 anos de cultivo em casa de
vegetacao

Cuong et al. (2021)
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4.3.6. Utilizacado de biorreatores de imersao temporaria na

micropropagacao

Mirzabe et al. (2022), na revisdao publicada sobre micropropagacao de
diferentes espécies de plantas em biorreatores de imersao temporaria ressaltam que
no periodo entre 1997 e 2022 essa tecnologia foi amplamente utilizada em 161
estudos de micropropagacgéo, visando a produgdo comercial de mudas em larga
escala e em 20 estudos de produgao de biomassa para a producdo de metabdlitos
secundarios. As espécies de valor comercial citadas sdo a batata, banana, morango,
abacaxi, maca, mirtilo, cana-de-agucar, cara, azeitona, pimenta agave, cacau, café,

cha, anturio, gerbera, bambu, avela, tdmara, tabaco e espécies florestais.

Entre os 20 estudos citados na revisdo de Mirzabe et al. (2022) em que
biorreatores foram utilizados na producéo de biomassa, 15 foram para a produgao de
biomassa de ramos micropropagados de plantas medicinais e de metabdlitos
secundarios e sao citados estudos sobre culturas de ramos de lavanda (Lavandula
officinalis), erva-de-Sao Joao (Hypericum peforatum), capim limdo (Cymbopogon

citratus), Equinacea pururea, Centella asiatica e Stevia rebaudiana.

Esses autores afirmam que os biorreatores de imersao temporaria (T1) sdo os
mais adequados para o cultivo de plantas inteiras, por serem uma combinagédo da
caracteristica de aeracao existente no meio semissolido e por permitir a maior
uniformidade de contato da planta com o meio liquido, o que facilita a absor¢ao de
nutrientes, promovendo o crescimento, aumentando a taxa de micropropagacao,
reduzindo os custos de producgao e possibilitando a automacgao. Além disso, o controle
da frequéncia e da duragao das imersdes temporarias das plantas em meio liquido
evita o efeito negativo do contato continuo da planta com o meio liquido, em que o
excesso de umidade pode provocar anomalias nas plantas propagadas in vitro e a
baixa difusdo do oxigénio pode inibir o crescimento e a produgdo de metabdlitos

secundarios. |

Nas culturas de ramos/plantas em meio liquido, mantidas em suspensao em
agitadores horizontais ou em biorreatores com mecanismos de agitagao, o estresse &
causado pela falta de aeracdo adequada, excesso de umidade e danos devidos aos

choques mecéanicos, fatores que s&o eliminados no cultivo em biorreatores de imerséo
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temporaria. O cultivo em biorreatores de imersao temporaria apresenta beneficios em
relagao ao sistema de cultivo em suspensdes e sistemas de cultivo de ramos em meio
liquido, além de reduzir o efeito do excesso de umidade, elimina o estresse mecanico
provocado pela agitagdo e diminui os custos de produgdo pela ndo utilizagdo de
agentes geleificantes (AGUILAR et al. 2022).

O ambiente mais natural propiciado pelos biorreatores de imersao temporaria,
para o crescimento das culturas de ramos, faz com que essa tecnologia seja
reconhecida para a micropropagacao, producado de metabdlitos secundarios, selegao
de plantas transgénicas, avaliagdo das respostas das plantas aos estresses abioticos
como seca, salinidade, alagamento, alta temperatura e para a propagagdo em massa
de plantas utilizadas na fitoremediacdo (AGUILLAR et al., 2022). Varios tipos de
biorreatores de imersao temporaria sdo comercializados e utilizados por varias
empresas ao redor do mundo, como a Florida Crystals Corporation

(https://www.floridacrystals.com), que utilizam o tipo SETIS para micropropagacéo em

massa de cana-de-agucar; e a empresa PT Tamora Stekindo, companhia de

micropropagac¢ao de Medan, na Indonésia (https://www.tamorastekindo.com), que

utilizam o tipo SETIS de biorreator de imersao temporaria para multiplicacdo em

massa de plantas de cha, bromélias, banana, Alocasia etc.

A Tabela 6 mostra a lista dos 6 artigos cientificos publicados no periodo 2020-
2023, sobre a micropropagacao in vitro de espécies medicinais em biorreatores,
citando as espécies estudadas, o tipo de biorreator utilizado, os tempos e frequéncia

das imersdes, os objetivos e resultados do trabalho e as referéncias.

Diferentes tipos de sistemas e biorreatores de imersao temporaria sao
comercializados. Os tipos de biorreatores de imersdo temporaria utilizados na
micropropagacao nos estudos mostrados na Tabela 6 foram de dois tipos: container-
unico, com volumes de meio de cultura que podem variar entre 20 mL e 3 L, com
volumes totais de capacidade variando entre 50 mL e 10 L, como no caso dos
biorreatores patenteados RITA® (Recipiente for Automated Temporary Immersion,
capacidade total entre 200 mL e 5 L e volumes de meio de cultura entre 50 mL a 1L,
respectivamente) e PLANTFORM® (capacidade total entre 200 mL e 9,5 L e volumes
de meio de cultura de 10 mL a 4,05 L) e o biorreator de frasco-duplo, como biorreator
patenteado BIT® (capacidade total entre 250 mL e 10L, volume de meio de cultura
entre25mLe2L).


https://www.floridacrystals.com/
https://www.tamorastekindo.com/
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Observa-se na Tabela 6 que, nos casos das espécies medicinais Bacopa
monnieri (KUNAKHONNURUK et al., 2023), Pontechium maculatum (MAKOWSKI et
al., 2023), Stevia rebaudiana, (SRIVASTAVA & CHATUVERDI et al., 2022), Salvia
viridis (GRZEGORCZYK-KAROLAK et al., 2022) e Linnaea borealis (ameagada de
extingao)(KIKOWSKA et al., 2022), o cultivo em biorreatores de imersao temporaria,
nao apenas aumentou a produgdo de plantas em larga escala, como também
promoveu a produgao de biomassa de ramos aumentou a produtividade de saponinas
esteroidais (bacosideos), de chiconina e acidos fendlicos, esteviosiodeo, fendlicos
totais, acidos fendlicos e fenilpropanoides, respectivamente. Em Salvia viridis, o
cultivo em biorreator aumentou, em um periodo de quatro semanas, em 33 vezes a
producao de biomassa e, em trés semanas produziu dez vezes mais acidos fendlicos
e fenilpropanoides do que plantas de quatro meses crescidas no solo, no ambiente

natural.

Na revisdo sobre Stevia rebaudiana (SRIVASTAVA & CHATUVERDI, 2022) os
autores ressaltam a importancia da utilizagao de biorreatores de imersao temporaria
para promover o crescimento in vitro dos ramos e aumentar a sobrevivéncia das
plantas, durante o processo de aclimatagao no solo, em relagao as plantas produzidas
em meio semisolido ou imersos em meio de cultura liquido. Além disso relatam que
no primeiro trabalho de cultivo de Stevia em biorreator a producéo foi de 64, 6 Kg de
ramos, utilizando apenas 460 g do indéculo inicial e citam varios artigos cientificos em
que a proliferagdo de ramos em larga escala em biorreatores resultou no aumento da
biossintese de glicosideos. Em Stevia os biorreatores RITA® (biorreator de frasco
Unico) e BIT® (biorreator de frascos duplos, um contendo meio de cultura e outro

contendo os ramos) foram os mais eficientes.
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Tabela 6. Artigos cientificos publicados entre 2020-2023 sobre a utilizagdo de biorreatores de imersédo temporaria na micropropagagao

em larga escala de plantas medicinais.

Espécie

Tipo de biorreator, tempo e
frequéncia da imersdo em

meio liquido

Objetivos/resultados

Referéncias

Bacopa monnieri

TIS (sistema de imersao
temporaria em container Unico)

10 min imersao/dia

Estabelecer sistema de produg¢édo de biomassa in vitro
e de produgdo de bacosideos em escala industrial
utilizando o TIS. TIS promoveu o crescimento das
plantas, para propagacao em larga escala de plantas
de qualidade, produgdo e acumulo de biomassa e de
bacosideos (saponinas esteroidais) quando comparado
com imersao continua e meio de cultura semi-sélido

Kunakhonnuruk et al. (2023)

Pontechium
maculatum

Plantform™

20 min de imers&o, 30 min para
escoamento do meio pela
gravidade e 10 min de
aeracao.

Testar se a produgao de biomassa in vitro € melhor que
ex vitro, testar se TIB é melhor que cultura em meio
liguido com agitagdo. TIB promoveu a produgio de
maior biomassa de ramos e de plantas com alta
produtividade de todos os acidos fendlicos, acido
rosmarinico, chiconina e forte atividade antioxidante.

Makowski et al. (2023)

Varias espécies de
plantas

Vérios tipos de TIS (single
container, frasco-duplo e
outros designs de biorreatores
de imersao temporaria)

Varios tipos de biorreatores de imersdo temporaria
utilizados na produgdo e larga escala de mudas
micropropagadas e na producédo de biomassa para a
produgao de metabdlitos secundarios.

Mirzabe et al. (2022)

Stevia rebaudiana

RITA®, BIT®

30 min imersao a cada 6 h por
21 dias.

Propagacédo in vitro para obter plantas clonadas de
qualidade superior e alta producdo do glicosideo
esteviol. Promoveu a proliferagdo de ramos em larga

Srivastava & Chatuverdi (2022)




escala, a produgao de biomassa de ramos e o nivel de
esteviosideo.

Salvia viridis

Plantform®

Imersdo em intervalos de 80
min

Otimizar o cultivo em larga escala de ramos para
aumentar a produgcdo de polifendis. Promoveu a
maxima massa fresca, massa seca e alta taxa de
proliferagdo de ramos (18,6 ramos/explante), aumentou
em 33 vezes a biomassa em 4 semanas. Promoveu em
3 semanas a maxima producdo de fendlicos totais,
acidos fendlicos e fenilpropanoides, 10x mais que
plantas de 4 meses crescidas no solo no ambiente.

Grzegorczyk-Karolak et al. (2022)

Linnaea borealis

RITA® x meio liquido em
agitador horizontal rotatério

1-2 min de imersdo em
intervalos de 1 hora.

Multiplicagdo de biomassa de plantas para a produgao
de metabdlitos secundarios, produgao de mudas em
larga escala e de sementes artificiais. Meio liquido e
RITA suplementados com reguladores de crescimento
produziram os maiores niumeros de ramos/explante.

Kikowska et al. (2022)
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4.3.7. Vantagens e desafios da micropropagacao

Varios artigos cientificos recentes, mencionados a presente revisédo, enfatizam
as vantagens do uso de biorreatores de imersdo temporaria na micropropagacéo e
producdo de metabdlitos secundarios de plantas medicinais. Essas vantagens sdo
decorrentes do sistema de automacao, que permite o controle de diferentes
parametros, principalmente os fluxos do meio de cultura liquido e do oxigénio,
garantindo a reposigcao periddica de ar no meio de cultura, reduzindo o acumulo de
dioxido de carbono e etileno, além de que varios tipos de explantes podem ser
cultivados ao mesmo tempo e ndo ha necessidade de adicionar agentes geleificantes
(MIRZABE et al., 2022).

Outros beneficios apontados por esses autore sdao a prevengao da
contaminagao, diluicdo no meio de cultura liquido dos compostos toxicos liberados
pelos tecidos das plantas como fendlicos, reduzindo a oxidagao. Portanto, o impacto
maior da adogdo de biorretores de imersdao temporaria automatizados na
micropropagacao € na diminuicdo no custo de produg¢do e no aumento da qualidade
das plantas produzidas e, na area de producao de metabdlitos secundarios € na alta
producao de biomassa e no baixo custo de produgao de quantidades maiores desses

metabdlitos sob condigdes padronizadas.

Varios dos desafios relatados em décadas passadas, por George et al. (2008),
como o alto custo de produgdo, estdo sendo superados atualmente, com o
desenvolvimento e a otimizagao constante de novos tipos de biorreatores de imersao
temporaria, mais eficientes, que estdo disponiveis no mercado e sao utilizados por

varias empresas ao redor do mundo (AGUILLAR et al., 2022).

5 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Através da andlise dos artigos cientificos foi possivel identificar abordagens
pouco exploradas nos sistemas de micropropagagao de plantas medicinais, mas com
grande potencial para otimizar ainda mais a produgao de plantas, de 6leos essenciais
e de outros metabdlitos secundarios, como a utilizagdo de microrganismos endofiticos

e os sistemas foto-autotroficos. Outras abordagens utilizadas nos artigos estdo sendo
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otimizadas rapidamente, como a utilizagdo das nanoparticulas e os biorreatores de

imersao temporaria.

Alguns topicos importantes levantados nos artigos, que devem ser explorados

para otimizar os protocolos de micropropagacao de plantas medicinais s&o:

1- Intensificar os estudos sobre a utilizagdo de microrganismos endofiticos, que
possam ser utilizados nao apenas para otimizar etapas da multiplicagdo e
enraizamento das plantas, como também aumentar a produgdo de metabdlitos

secundarios por sistemas de micropropagac¢ao de ramos e plantas.

2- Aperfeicoar os sistemas fotoautotroficos de micropropagacado e ampliar a
aplicagao a numero maior de espécies de plantas, pela economia que representa por
nao utilizar agentes geleificantes, sacarose e outras moléculas orgéanicas; por otimizar
as fases de enraizamento e aclimatagao das plantas ex vitro e aumentar a qualidade
das plantas micropropagadas. Alguns autores sugerem que uma combinagdo dos
sistemas fotoautotréficos com a hidroponia e biorreatores de imersao temporaria pode
representar uma abordagem mais eficiente na micropropagacdo de plantas

medicinais.

3- Intensificar os estudos sobre os mecanismos de acdo das nanoparticulas no
controle da contaminagao, da oxidacado, promogao do crescimento e proliferacao de
ramos e raizes e na producao de diferentes tipos de metabdlitos secundarios. A
elucidagdo dos mecanismos de acado das nanoparticulas na multiplicagdo de ramos,
no enraizamento, na interacdo com as cascatas de sinalizagdo, que controlam o
crescimento, o desenvolvimento, os mecanismos de defesa das plantas e as
diferentes vias metabdlicas permitira otimizar, ainda mais, as diferentes fases da

micropropagacao e da produgao de metabdlitos secundarios.

4- Intensificar os esforgos no desenvolvimento de novos designs de biorreatores
de imersao temporaria, para superar as desvantagens que ainda existem relacionadas
com varios aspectos do cultivo, visando aperfeigoar os sistemas de cultivo em larga
escala, diminuir ainda mais o custo de producédo e aumentar a qualidade das plantas
produzidas e, na area de produgdao de metabdlitos secundarios, garantir a alta
produgao de biomassa e o baixo custo de produgao de quantidades cada vez maiores

desses metabdlitos, sob condigdes padronizadas.
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