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CALOGENESE in vitro COMO ALTERNATIVA NA PRODUCAO DE
METABOLITOS SECUNDARIOS E COMPARACAO METABOLICA ENTRE
CALOS E PLANTAS DE Artemisia annua

Autor: CARLA MIDORI IIYAMA
Orientador: Prof. Dr. JEAN CARLOS CARDOSO
Co-orientador: Prof. Dr. ADILSON SARTORATTO

RESUMO

Dentre as aplicacdes de técnicas de cultivo in vitro de plantas medicinais estdo o
uso de mudas clonais a partir de genoétipos superiores, a producdo de metabdlitos
em ambiente controlado e a transformacao genética visando a producao de tecidos
e metabolitos especificos. A producéo de metabdlitos secundarios in vitro tem como
vantagens o ambiente controlado, isento de pragas e patdgenos, além de permitir
a producdo de perfil de metabdlitos diferentes daqueles produzidos em plantas
cultivadas. O presente trabalho teve como objetivos estabelecer um protocolo de
inducéo e proliferacdo de calos in vitro de Artemisia annua e comparar o perfil de
metabdlitos secundarios de calos, com plantulas in vitro e plantas cultivadas em
casa de vegetacdo. Além disso, foram avaliados os efeitos de comprimentos de
onda do espectro visivel de luz (escuro, branca, azul, vermelha, azul e vermelha)
na producdo de metabdlitos secundarios. A presenca de fitorreguladores
Benzilaminopurina (BAP) e Acido Naftaleno Acético (ANA) a 1,0 mg L cada,
promoveu a inducéo e proliferacdo dos calos, com aumento de didmetro e massa
fresca. As analises de SPME GC-MS demonstraram diferencas no perfil dos
metabolitos produzidos nos diferentes sistemas de cultivo de A. annua e
comprimentos de onda utilizados no cultivo dos calos. As fontes de luz branca (fria
e fluorescente) e a luz vermelha (LEDs) resultaram em maior diversidade de
metabdlitos produzidos nos calos, sendo que seis metabdlitos foram identificados
exclusivamente nos calos cultivados sob Iluz vermelha, demonstrando
especificidade de resposta dos calos. Ao total, 27 metabdlitos foram identificados
exclusivamente nos calos de A. annua e quatro delas foram relatadas pela primeira
vez na espécie: acetato de mentila, acetato de geranila, 4-metoxi benzaldeido e
alfa-santaleno. Os resultados demonstram o potencial do cultivo in vitro de calos de
A. annua na producdo de metabdlitos diferentes daqueles obtidos em tecidos
diferenciados, como as plantulas in vitro e plantas.

Palavras-chave: Artemisia annua, planta medicinal, calogénese,

micropropagac¢ao, metabolitos secundarios



In vitro CALLOGENESIS AS AN ALTERNATIVE IN THE PRODUCTION OF
SECONDARY METABOLITES AND METABOLIC COMPARISON BETWEEN
CALLUS AND PLANTS OF Artemisia annua

Author: CARLA MIDORI IIYAMA
Adviser: Prof. Dr. JEAN CARLOS CARDOSO
Co-adviser: Prof. Dr. ADILSON SARTORATTO

ABSTRACT

Among the applications of in vitro culture technique of medicinal plants are the use
of clonal plantlets from previously selected superior genotypes, the production of
metabolites in controlled environment and genetic transformation aiming at the
production of specific tissues and metabolites. The in vitro production of secondary
metabolites has the advantage of a controlled environment, free of pests and
pathogens, in addition to allowing the production of metabolic profile different from
those produced in cultivated plants. The present work aimed to establish a protocol
for in vitro calli induction and proliferation of the medicinal plant Artemisia annua
and to compare the metabolic profile of calli with in vitro plantlets and plants grown
in a greenhouse. In addition, the effects of wavelengths of the visible light spectrum
(dark, white, blue, red, blue and red) on the production of secondary metabolites
were evaluated. The presence of phytoregulators Benzylaminopurine (BAP) and
Naphthalene Acetic Acid (NAA) at 1.0 mg L each, promoted the induction and
proliferation of calli, with an increase in diameter and fresh weight. SPME GC-MS
analyzes showed differences in the metabolic profile produced in different
cultivation systems of A. annua and wavelengths used in calli cultivation. White
light (cold and fluorescent) and red light (LEDs) resulted in a greater diversity of
metabolites produced in calli, with six metabolites found exclusively in calli
cultivated under red light, demonstrating specificity of calli response. 27
metabolites were identified exclusively in the calli of A. annua and four of them
were reported for the first time in the species: menthyl acetate, geranyl acetate, 4-
methoxy benzaldehyde and alpha-santalene. The results demonstrate the
potential of in vitro culture of A. annua calli in the production of metabolites different
from those obtained in different tissues, such as in vitro plantlets and plants grown
in greenhouse.

Key-words: Artemisia annua, medicinal plant, callogenesis, micropropagation,
secondary metabolites



1. INTRODUCAO

Metabolitos secundarios de plantas sdo um grupo diverso de compostos
organicos relacionados com a adaptacéo, interacdo e mecanismo de defesa das
plantas a diferentes condi¢cdes ambientais, como respostas a estresses bidticos e
abidticos, a exemplo da sinalizacdo quimica e estabelecimento de relacbes
complexas com animais e outros organismos (CARDOSO; DE OLIVEIRA;
CARDOSO, 2019; MURTHY; LEE; PAEK, 2014).

As plantas medicinais sao a principal fonte de uma grande diversidade de
metabdlitos secundarios e compostos ativos (NAIK; AL-KHAYRI, 2016) com
propriedades terapéuticas e que sao utilizados para o desenvolvimento de
medicamentos, incluindo aplicac6es na saude humana (NIGAM et al., 2019; XIONG
et al., 2019). Como exemplo, ndo somente para a medicina tradicional ou alternativa,
aproximadamente 25% dos medicamentos prescritos sdo extratos ou compostos
ativos de plantas (GUPTA; VAGHELA, 2019).

Artemisia annua, nativa da China, € uma planta medicinal de grande
importancia por possuir, em suas folhas e flores, a artemisinina que é muito utilizada
no tratamento da malaria (COWMAN et al.,, 2016; MORAES; CERDEIRA;
LOURENCO, 2021). Embora a artemisinina seja o principal composto na A. annua,
€ uma espécie muito rica em outros metabodlitos secundarios de interesse
farmacéutico como a canfora, eucaliptol, germacreno (ABAD et al., 2012; BORA;
SHARMA, 2011).

Além da micropropagacao de plantas elite, técnicas utilizando o cultivo in vitro
de tecidos vegetais podem ser empregados para a producdo de metabdlitos
secundarios e biomassa de plantas medicinais (KESHVARI et al., 2018; KHAN; AL-
QURAINY; NADEEM, 2012).

O ambiente controlado e livre de microrganismos é a principal vantagem do
cultivo in vitro, permitindo a producdo escalonada de metabdlitos secundarios em
relacdo ao cultivo convencional, podendo ser replicada em diferentes regides do
mundo, além de nao necessitar do uso de herbicidas e pesticidas no cultivo
(CARDOSO; GERALD; TEIXEIRA DA SILVA, 2018). A producdo in vitro de
metabdlitos secundarios pode ser realizada utilizando tecidos diferenciados como
brotacdes, raizes, embrides somaticos ou tecidos desdiferenciados como os calos. A

desdiferenciacdo consiste no processo no qual uma célula adulta, ja diferenciada,



regride para um estagio indiferenciado sendo capaz de originar novos tipos de células
e no caso dos calos, novos tipos de tecidos (GONCALVES; ROMANO, 2018).

O cultivo in vitro de calos para a producéo de metabdlitos secundarios tém se
mostradocomo uma alternativa aos métodos convencionais, ja que os calos sédo
tecidos que se mantém em constante divisado celular, sendo a inducdo e multiplicacao
de calos mais facil de ser controlada quando comparado aos tecidos diferenciados
utilizados na micropropagacgaoconvencional.

Porém, a principal desvantagem da producdo in vitro de metabdlitos
secundarios esta relacionada com os altos custos dessa técnica, fazendo com que
seja mais utilizada como alternativa para producéo de metabdlitos que séo dificeis de
serem sintetizadosou extraidos. Consequentemente, o cultivo in vitro visando a
producdo de metabdlitos secundarios € mais aplicada para estudar os diferentes
fatores que afetam o desenvolvimento dos calos e a producédo de seus metabolitos
(CARDOSO; OLIVEIRA; CARDOSO, 2019).

Entretanto, resultados com a planta medicinal Phyllanthus amarus
demonstraram queos calos in vitro sdo capazes de produzir perfil de moléculas
diferentes das que sdo encontradas em plantas cultivadas convencionalmente e
ainda, moléculas ndo reportadas na espécie, aumentando o interesse da calogénese
in vitro como alternativa para producdo in vitro de metabdlitos secundarios
(OLIVEIRA; SARTORATTO; CARDOSO, 2020). Assim, a descoberta de moléculas
de interesse nos calos in vitro diferentes das encontradas na planta poderia superar
os altos custos relacionados com a técnica, viabilizando a producédo de metabdlitos
de interesse medicinal.

Dessa forma, faz-se necessario o desenvolvimento de protocolos de inducao
e proliferagéo de calos a partir de cultivo in vitro para investigar se calos de outras
espécies de plantas medicinais, nesse caso A. annua, também apresentam potencial
na producdo de metabdlitos de interesse além da artemisinina. Ademais, avaliar o
potencial dos tecidos desdiferenciados, calos, em produzir moléculas diferentes das
que sdo obtidas em plantulas in vitro e por cultivos convencionais ou que ainda nao

foram reportadas na espécie.



2. OBJETIVOS

Objetivo geral
Estabelecer um protocolo de cultivo in vitro de calos de Artemisia annua e
comparar o perfil de metabdlitos secundarios de calos in vitro com os produzidos em

plantas cultivadas convencionalmente.

Objetivos especificos

e Determinar a combinacdo e concentragcbes de  citocinina
Benzilaminopurina (BAP) e auxina Acido Naftaleno Acético (ANA) que
resulte na maior massa e diametro de inducéo e proliferacdo de calos in
vitro de A. annua.

e Determinar se fatores como luz e comprimento de onda do espectro visivel
de luz séo fatores significativos para a inducao, proliferacdo de calos e
producdo de metabdlitos secundarios.

e Identificar e comparar o perfil dos metabdlitos secundéarios produzidos em
calos in vitro, plantulas in vitro e plantas cultivadas em casa de vegetacao,
baseado nas informacfes da técnica microextracdo em fase solida (SPME
— solidphase microextraction) utilizando cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (GC-MS).

e Investigar se os calos in vitro de A. annua podem ser fonte de metabdlitos

secundarios de interesse e ainda néo reportados na espécie.



3. REVISAO DA LITERATURA
3.1. Plantas medicinais e sua importancia

O uso de plantas para fins medicinais é registrado desde 2.600 A.C., em que
era aplicado de forma empirica sem conhecimento sobre seus compostos ativos e
propriedades farmacoldgicas. Somente no século 19, os principios ativos das plantas
medicinais como morfina, cafeina, nicotina, codeina, colchicina, cocaina foram
estudados e isolados de suas fontes. Desde entdo, os principios ativos tém sido
sintetizados quimicamente em laboratérios para aumentar a producao (ATANASOV et
al., 2015).

A medicina moderna esta atrelada a industria de medicamentos farmacéuticos,
ja que muitos sdo estruturados em principios ativos de plantas como é o caso da
cocaina para anestesia e morfina como analgésico (KAYSER, 2018). Entretanto,
segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude apenas 50% da populacdo mundial
tem acesso adequado aos sistemas de saude e de tratamento, sendo que a outra
metade da populacdo mundial é completamente desassistida pelos sistemas publicos
de saude (WHO, 2017).

Tendo em vista que esses medicamentos sintéticos nao estédo disponiveis ou
possuem acesso limitado, muitos paises subdesenvolvidos utilizam da medicina
tradicional baseada no uso direto de plantas medicinais para a cura de doencas e
outras enfermidades (SALMERON-MANZANO; MANZANO-AGUGLIARO, 2020). Isso
se deve ao seu baixo custo, ja que essas plantas possuem moléculas organicas
sintetizadas naturalmente, e reducdo de efeitos colaterais em relacdo aos
medicamentos convencionais (CARDOSO; OLIVEIRA; CARDOSO, 2019; GUPTA;
VAGHELA, 2019).

3.2. Artemisia annua

Artemisia € um dos maiores géneros pertencentes a familia Asteraceae,
contendo mais de 500 espécies distribuidas nas zonas temperadas da Asia, América
do Norte e Europa (ABAD et al., 2012; BORA; SHARMA, 2011). O género compreende
plantas medicinais e aromaticas com ampla atividade fitoquimica, devido a presenca
de muitos compostos ativos e metabdlitos secundarios, possibilitando o tratamento de
diversas doencas como malaria, hepatite, cancer, inflamacgodes e infeccbes causadas
por fungos, bactérias e virus (WILLCOX, 2009; ZAYOVA et al., 2020).



Apesar de ser uma planta medicinal nativa da China e ocorrer originalmente
na Asia e Europa, Artemisia annua € distribuida em todos os continentes. Na Africa,
ela é cultivada, ja que a infus@o de cha é usada para o tratamento de maléria (NIGAM
etal., 2019), além de apresentar atividade anti-inflamatéria (MAGALHAES et al., 2012)
e anti-HIV (virus da imunodeficiéncia humana) (LUBBE et al., 2012).

A. annua é tradicionalmente utilizada para tratamento de febres e calafrios,
recomendada como droga contra a malaria pela Organizacdo Mundial da Saude,
sendo a unica fonte natural de artemisinina, mundialmente utilizada devido suas
propriedades antimaléaricas (WHO, 2020).

A maléria € uma doenca infecciosa severa causada por protozoarios parasitas
do género Plasmodium e transmitida aos humanos pela picada de mosquitos
infectados do género Anopheles e apesar de sua mortalidade ter reduzido nos ultimos
20 anos, ainda se apresenta como uma ameaca a saude global, principalmente na
Africa subsariana (HUSSEIN et al., 2020; WHO, 2020).

Atingindo principalmente areas mais pobres das regides tropicais e subtropicais
do mundo, como é o caso da Africa e de alguns paises da Asia e América, a malaria
afetou 229 milhdes de pessoas, causando 409 mil mortes em 2019 no mundo todo.
Esses valores sdo mais baixos comparados com as 607 mil mortes em 2010 e isso
ocorreu principalmente devido ao programa de controle da malaria em escala global,

com foco no diagnéstico precoce, prevencdo e tratamento da doenca (WHO, 2020).

3.3. Artemisinina

Artemisinina € uma lactona sesquiterpénica com um grupamento endoperéxido,
produzida naturalmente nos tricomas glandulares das folhas e flores de A. annua
(DUKE et al., 1994). Em 1970, cientistas chineses liderados por Tu Youyou isolaram
o principio ativo da A. annua, artemisinina, provando ser muito Util no tratamento da
malaria. Em 2015, Tu Youyou recebeu o Prémio Nobel de Fisiologia e Medicina devido
a descoberta dessa substancia que possibilitou novos meios terapéuticos e a
producdo de medicamentos para salvar vidas contra a malaria (GUO, 2016; HSU,
2006).

Artemisinina e seus derivados como artesunato e artemeter sdo amplamente
utilizados em terapia de combinacdo baseada em artemisinina (ACT) para o
tratamento de malaria (LI et al., 2010; TALAPKO et al., 2019). A ACT assegura uma

probabilidade de cura de aproximadamente 95% contra o Plasmodium falciparum e é



utilizada devido a alta resisténcia do parasita a cloroquina, sulfadoxina-pirimetamina
e amodiaquina (WHO, 2018). O uso de ACT € recomendado pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS) como principal método de tratamento para a malaria
multirresistente a medicamentos derivados de quinina, cloroquina e mefloquina (WHO,
2017), reduzindo a disseminacéo da resisténcia aos medicamentos.

Além da sua conhecida atividade antimalarica, um artigo de revisédo
demonstrou que a artemisinina e seus derivados possuem outras propriedades de
interesse além da malaria, como atividade antiviral, antifingica, anti-inflamatoria,
antialérgica, anti-helmintica, anti-esquistossomal, anti-protozoarios e acdo contra
células cancerigenas (HO et al., 2014). Ademais, extratos de A. annua com alto teor
de artemisinina estdo sendo estudados em um ensaio clinico contra COVID-19 (NIE
et al., 2021).

3.4. Artemisia annua e outros metabolitos de interesse

Embora a artemisinina seja o principal composto na A. annua, essa é uma
espécie muito rica em metabdlitos secundérios de interesse farmacéutico, possuindo
atividades anti-inflamatoria, antibacteriana, antitumoral, antiviral e anti-helmintica
(BHAKUNI et al., 2001; MAGALHAES et al., 2012; KIM et al., 2015; MESA et al., 2015;
MA et al., 2019), com aplicacbes em diferentes areas que vao da cicatrizacdo de
Ulceras gastricas ao tratamento de tumores (FAPESP, 2005; LANG et al., 2019;
KOLESAR; SEEBERGER, 2022).

A planta possui alto teor de polifendis, flavonoides, cumarinas, fitoesterdis,
polissacarideos (MESA et al., 2015) e seu 06leo essencial é rico em monoterpenos e
sesquiterpenos, sendo muito utilizado na composi¢cdo de produtos cosméticos e
produtos sanitarios (BILIA et al., 2014; MAGALHAES et al., 1999). A. annua possuli
em seu 6leo essencial compostos como canfora (2-bornanona), eucaliptol (1,8-cineol),
germacreno D, linalol, a-pineno, cetona de Artemisia, canfeno, borneol, beta
cariofileno, pineno (ABAD et al., 2012; BORA; SHARMA, 2011). Portanto, apresentam
diversos principios ativos e metabolitos secundarios com diferentes mecanismos de

acao fazendo com que tenham um amplo espectro de bioatividade (ABAD et al., 2012).

3.5. Producao de Artemisia annua e seus metabdlitos
A artemisinina € dificil de ser sintetizada, por possuir estrutura quimica

complexa, fazendo que o isolamento e purificagdo da A. annua seja a principal fonte



de artemisinina (MESA et al., 2015). Para a producdo industrial de produtos
farmacéuticos contendo artemisinina e seus derivados € necessaria uma producao
em larga escala de plantas contendo altos teores de artemisinina.

No entanto, a propagacdo de A. annua normalmente € feita através de
sementes, a partir de plantas com altos teores de artemisinina (1 — 2% em massa
seca), utilizando cultivares como a ‘Artemis’ e ‘Anamed A3’, por vezes chamadas de
hibridas (FERREIRA et al., 2005; HAILU; ABERA; MARIAM, 2013; REALE etal., 2011).
Os “hibridos” ndo sao verdadeiros hibridos pois seus parentais ndo sao
comprovadamente homozigotos para a producéo de artemisinina.

Apesar dos sucessivos aumentos na concentracao de artemisinina associados
as subsequentes geracdes de melhoramento, plantas provenientes de sementes
ainda apresentam alta variabilidade genética associada as concentracfes desse
metabdlito de interesse, resultando em concentracbes reais menores que 1% de
artemisinina na massa seca (WETZSTEIN et al., 2018). Além da influéncia de fatores
genéticos, os fatores ambientais também podem afetar a producédo de biomassa e
artemisinina (TARIQ; ALI; ABBASI, 2014).

3.6. Cultivo in vitro

A micropropagacao € uma técnica de cultivo in vitro de plantas, que possibilita
uma rapida multiplicacdo clonal de plantas livres de doencas, geneticamente
uniformes e em ambiente altamente controlado, tanto climaticamente como do ponto
de vista nutricional e, de controle do desenvolvimento de plantas in vitro por meio dos
fitorreguladores (CARDOSO; GERALD; TEIXEIRA DA SILVA, 2018). Devido ao
ambiente controlado da sala de crescimento e ambiente asséptico do meio de cultura,
a micropropagacéo viabiliza a produgéo uniforme em larga escala de plantas com
gualidade genética e sanitaria superiores as convencionais, além de ser independente
de clima e estacao do ano.

Experimentos anteriores de producao de plantas micropropagadas de A. annua
a partir de sementes, apices caulinares e segmentos nodais tem sido reportada com
uso de meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) contendo diferentes
concentracdes dos fitorreguladores 6-Benziladenina (BAP), Thidiazuron (TDZ), Acido
Giberélico (GA3), Acido Naftaleno Acético (ANA) e Acido Indolbutirico (AIB) (HAILU;
ABERA; MARIAM, 2013; JAMALEDDINE et al., 2011; LUALON et al., 2008; ZAYOVA
et al., 2018).



A micropropagacdo de A. annua tem sido amplamente estudada com
resultados promissores da aplicacdo da técnica na producao de plantas de origem
clonal. Wetzstein et al. (2018) reportaram que o uso de técnicas clonais baseadas na
cultura de tecidos e estaquia como métodos de clonagem, seguido do cultivo de
plantas com altas concentracdes de artemisinina resultaram no incremento de uma
média 25 kg ha! para 70 kg ha' desse metabdlito, demonstrando que plantas de

origem clonal tem um significativo potencial de substituicdo das sementes.

3.7. Producdo in vitro de metabdlitos secundarios

Além da producéo clonal de mudas, o cultivo in vitro pode ser utilizado para a
producdo de metabdlitos secundarios. O cultivo in vitro de calos, baseado numa
massa de células em constantes e rapidas divises celulares e de forma nao
organizada e nao diferenciada, tem se mostrado como uma alternativa para a
producdo de biomassa in vitro visando a producdo e estimulo da producédo de
metabolitos secundarios (CARDOSO; OLIVEIRA; CARDOSO, 2019).

Nesse contexto, a producgéo de calos in vitro de plantas traz algumas vantagens
em relacdo a micropropagacao convencional, como: tecidos mais faceis de serem
controlados quanto a sua inducdo e crescimento, comparados a um sistema de
regeneracao de uma planta completa; a capacidade desse tipo de tecido em se manter
em constante divisdo celular, permitindo que cada célula se torne uma fonte do
metabdlito secundario, podendo resultar num sistema mais simples de duas fases,
onde parte do tecido é mantido em crescimento in vitro e a outra parte utilizada para
a extracdo do metabdlito (CARDOSO; OLIVEIRA; CARDOSO, 2019).

O ambiente do cultivo in vitro ainda possibilita maior controle sobre a producao
de metabdlitos secundarios (concentracdo e tempo de producdo) sendo possivel
consorciar um periodo ou estagio de producdo de massa vegetal com outro de
elicitacdo dos metabdlitos secundarios, sob condi¢cdes com reducéo consideravel dos
efeitos associados as variagcdes geograficas, ambientais e sazonais (CARDOSO;
OLIVEIRA; CARDOSO, 2019; MORAES; CERDEIRA; LOURENCO, 2021; NAIK; AL-
KHAYRI, 2016).

Entretanto, a producgédo in vitro de metabdlitos apresenta algumas limitagdes
envolvendo os altos custos para manutencdo do ambiente controlado e baixo
rendimento de biomassa em relagcdo a producdo convencional de metabdlitos
utilizando plantas cultivadas no campo (CARDOSO; OLIVEIRA; CARDOSO, 2019).



Portanto, a cultura de tecidos desdiferenciados in vitro € uma importante
ferramenta para estudar fatores que afetam a producéo de diferentes metabdlitos e a
possibilidade dos calos em produzir compostos diferente dos tecidos diferenciados
obtidos de plantas in vitro ou cultivadas em casa de vegetagao.

Estudos recentes com a proliferacéo de tecidos de calos de Phyllanthus amarus
resultaram em perfil de metabolitos secundarios de metabdlitos secundarios diferente
dos tecidos obtidos de plantas derivadas de micropropagacao e cultivadas em vasos.
A partir dos calos in vitro, foi relatada a ocorréncia de moléculas ainda néo reportadas
na espécie, a exemplo da betulona (OLIVEIRA; SARTORATTO; CARDOSO, 2020).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Material vegetativo

Sementes de Artemisia annua da variedade CPQBA 3, com alta concentracao
de artemisinina (proveniente de mais de dez geracdes com média de 1% de

artemisinina nas folhas secas em cultivo em campo), foram fornecidas pelo Centro

Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas (CPQBA — Unicamp)
(Figura 1).

Figura 1 - Sementes de A. annua fornecidas pelo CPQBA-Unicamp

Essas sementes foram utilizadas para a germinacédo in vitro e obtencédo de
plantulas, sendo que todos os materiais vegetais utilizados para as comparacgdes de
perfil de metabdlitos (calos in vitro, plantulas in vitro e plantas em casa de vegetacéo)

tiveram como mesma origem genética.

4.2. Semeadura in vitro

Para a germinacéao in vitro de A. annua foi utilizado o meio de cultura Murashige;
Skoog (1962) contendo metade da concentragdo dos macronutrientes (MS%2), com
15,0 g L de sacarose, 0,1 g L™ de inositol e pH ajustado para 5,8 seguido da adigéo
de 6,5 g L! de &gar. Aproximadamente 35 mL desse meio de cultura foram
adicionados em frascos de vidro de 250 mL de capacidade e vedados com tampas de
polipropileno. Os mesmos foram autoclavados em autoclave vertical de 150 L a

temperatura de 120 °C e pressdo de 1 kgf cm, por 25 min.



11

A assepsia foi realizada inicialmente em 100 sementes de A. annua (4,98 £ 0,30
mg), sendo que essas foram previamente acondicionadas em papel filtro dobrando-se
as extremidades e, com auxilio de uma pinga, imersos em alcool 70% durante um
minuto. Em seguida, foi feita a imersdo por 15 min em solucéo de hipoclorito de sddio
contendo 0,3% de cloro ativo, acrescido de cinco gotas por litro de detergente neutro.
Por fim, foram realizadas trés lavagens consecutivas com agua deionizada
previamente autoclavada.

As sementes foram entdo inoculadas no meio de cultura e mantidas para
germinar em condigdes de sala de crescimento com temperatura de 26 + 1 °C,
fotoperiodo de 16 h fornecida por luz branca fria fluorescente (40-50 pmol m=2 s,
visando a germinagéo e desenvolvimento inicial das plantulas.

Nessa fase inicial, foram avaliadas a porcentagem de germinagdo das
sementes e de plantulas completamente desenvolvidas com a presenca de raizes,
caule e folhas. Somente as plantulas completamente desenvolvidas foram utilizadas
para os experimentos de inducgéo e proliferacdo de calos, obtencéo das plantulas in
vitro e das plantas de A. annua posteriormente cultivadas em casa de vegetacgao.

4.3. Benzilaminopurina (BAP) e Acido Naftaleno Acético (ANA) na inducéo e
proliferacdo de calos in vitro de Artemisia annua

O objetivo deste experimento foi obter uma combinagéo de Benzilaminopurina
(BAP) e Acido Naftaleno Acético (ANA) com melhor resposta para as fases de inducéo
e de proliferacdo de calos in vitro, baseados no aumento da taxa de explantes com
formacdo de calos e producao de biomassa de calos de A. annua.

Como explantes foi utilizada a regido apical das plantulas previamente
germinadas (item 4.2). Esses foram obtidos pelo corte logo acima do par de folha
cotiledonar, com comprimento 1,57 + 0,30 cm e foram realizados com 30 dias de
cultivo ap6s a semeadura.

O meio de cultura basico utilizado para a inducao dos calos in vitro foi o MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) com 30 g L de sacarose, 0,1 g L™ de inositol com pH
ajustado para 5,8 antes da adicéo de 6,4 g L™* de agar. Aproximadamente 12 mL desse
meio de cultura foram adicionados em tubos de ensaio de 12 cm x 3 cm, vedados com
papel aluminio e autoclavados a 120 °C e pressao de 1 kgf cm2, por 25 min.

A escolha dos tipos e concentracdes de fitorreguladores, bem como condi¢des

de cultivo, foram baseadas em diferentes trabalhos publicados com a espécie A.
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annua (ALEJOS-GONZALEZ et al., 2013; BROWN, 1994; DANGASH et al., 2015;
GHASSEMI; NAYERI; HOSSEINI, 2015; MOHAMMAD et al., 2014; TAHIR et al.,
2015; ZAYOVA et al., 2020). Dessa forma, as concentracdes de BAP utilizadas foram
0, 0,25, 0,5, 0,75 e 1,0 mg L'* combinadas com concentracdes de ANAa0,0,5e 1,0
mg L%, sendo os fitorreguladores adicionados ao meio de cultura previamente ao
ajuste de pH e autoclavagem. Nesse experimento, foi utilizado delineamento
inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial 5 x 3 (concentragdes de BAP x
concentracdes de ANA), com dez repeti¢cdes, tubos de ensaio contendo os explantes,

por tratamento (Tabela 1)

Tabela 1 - Concentracdo dos fitorreguladores Benzilaminopurina (BAP) e Acido
Naftaleno Acético (ANA) na inducéo e proliferacao de calos in vitro de A. annua

Concentragédo (mg L)

BAP ANA

0

0 0,5
1,0

0

0,25 0,5
1,0

0

0,5 0,5
1,0

0

0,5

1,0

0

1,0 0,5
1,0

0,75

Os explantes foram mantidos no escuro por um periodo de 70 dias em
condicOes de sala de crescimento com temperatura de 26 + 1 °C.

Apos o periodo de 70 dias de cultivo, foram realizadas avaliagdes do diametro
e da massa fresca dos calos obtidos. Os diametros dos calos foram mensurados a

partir da média de duas medic¢des perpendiculares de didmetros de cada calo obtido.
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A massa fresca dos calos foi mensurada com auxilio de balanca analitica de precisédo
Mettler ML201 (Mettler, Suica), subtraindo-se a massa dos apices caulinares

utilizados para a inducéo.

4.4. Luz e fitorreguladores na proliferacdo dos calos in vitro de A. annua

O objetivo deste experimento foi determinar o efeito da presenca ou auséncia
de luz (escuro) na proliferagdo dos calos in vitro de A. annua. Foram testados em
ambas as condi¢des os tratamentos com maior diametro e massa de calos obtidos no
experimento anterior, portanto, combinando BAP e ANA, a0,5mgLtea 1,0 mg L?
cada.

Os calos obtidos ao final dos 70 dias de cultivo foram transferidos para frascos
com 250 mL de capacidade, contendo 35 mL de meio de cultura correspondente ao
tratamento do qual se originaram.

Parte dos calos obtidos foram submetidos a condi¢des de sala de crescimento
a 2611 °C em condi¢des de escuro e outra metade na presenca de luz, fornecida por
luz branca fria fluorescente em fotoperiodo de 16 h e densidade de fluxo de fétons
fotossintéticos de 45-50 pmol m=2 s,

Foi utilizado delineamento inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial
2 x 2 (concentracGes de BAP e ANA x iluminacao), com dez repeticdes (calo obtido

da fase de indugéo).

4.5. Obtencado de calos in vitro de Artemisia annua cultivados em diferentes
comprimentos de onda do espectro visivel de luz

Os objetivos deste experimento foram avaliar a viabilidade do uso de LEDs, em
substituicéo a luz fria fluorescente, e determinar os comprimentos de onda associados
a producdo de massa e de metabdlitos secundarios nos calos in vitro de A. annua.

Para a inducdo de calos in vitro, foram utilizados como explante apices
caulinares com 1,29 + 0,34 cm de comprimento, provenientes de plantulas germinadas
com 30 dias de idade, realizado conforme descrito no item 4.2

O meio de cultura utilizado foi escolhido baseado nos melhores resultados
obtidos no item 4.3, MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) com 30 g L de sacarose, 0,1
g L't de inositol, acrescido de 1,0 mg L' de BAP e 1,0 mg L de ANA, com pH ajustado
para 5,8 antes da adicdo de 6,4 g L de agar. 12 mL de meio de cultura foram

adicionados em tubos de ensaio de 12 cm x 3 cm, vedados com tampa de
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polipropileno e autoclavados a 120 °C e pressdo de 1 kgf cm, mantidos por 25
minutos. No momento da inoculagcéo dos explantes, as tampas de polipropileno foram
substituidas por plastico filme transparente.

Além das condicGes de escuro (E) (0,58 umol m?s?), foram utilizadas as faixas
de comprimento de onda do espectro visivel de luz branca (B) (64,09 ymol m? s)
fornecida por lampada fluorescentes e diferentes comprimentos de onda fornecidos
por diodos emissores de luz (LEDs), sendo essas: azul (A) (55,58 ymol m? s),
vermelha (V) (106,22 ymol m?s?), azul e vermelha (AV) (71,48 uymol m?s1), todas em

fotoperiodo fixo de 16 h (Figura 2).

Figura 2 - Diferentes comprimentos de onda do espectro visivel de luz utilizados para

o cultivo in vitro de calos de A. annua

A massa fresca e diametro dos calos foi mensurada a cada sete dias por um
periodo de 56 dias para a elaboracdo da curva de crescimento dos calos na fase de

inducéo e apos 28 dias na fase de proliferacao.

4.6. Obtencéao de plantulas in vitro

Dois frascos de plantulas germinadas in vitro foram utilizados para a
micropropagagdo de A. annua, utilizando é&pices caulinares como explante. Foi
utilizado o protocolo desenvolvido por Wetzeistein et al. (2018) no qual foi obtido maior
proliferacéo de brotagdes em meio de cultura MS acrescido de 0,20 mg L de BAP e
0,05 mg Lt de ANA (Figura 3).
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Figura 3 - Explante inicial de A. annua para a obtencéo de plantulas in vitro

O cultivo foi feito por 28 dias e as brotagcdes foram mantidas em condi¢des de
sala de crescimento com temperatura de 26+1 °C, fotoperiodo de 16 h fornecida por
luz branca fria fluorescente e densidade de fluxo de fétons fotossintéticos de 45-50

umol m? s1, mesmas condicGes de cultivo dos calos.

4.7. Obtencéo de plantas cultivadas em casa de vegetacao

Sementes de A. annua provenientes do mesmo lote e gendtipo utilizados para
o cultivo in vitro foram semeadas em substrato comercial, acondicionadas em
bandejas de plastico e cultivadas em casa de vegetacdo com condicbes de
temperatura entre 20-30°C e umidade relativa do ar acima de 60%, controlada por
sistema de resfriamento tipo Pad-Fan com sombreamento obtido por tela com quebra
de luz de 50%, tipo Aluminet® (Figura 4).
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Figura 4 - Plantulas de A. annua germinadas em substrato.

Apébs 40 dias de germinacdo, as mudas foram transplantadas para vasos de
plastico preto com capacidade de 1,0 L contendo substrato comercial baseado em
casca de pinus moida e adubadas com fertilizante com tecnologia de liberacao lenta,

tipo Basacote®, formula 16-8-12 + macros e micros (Figura 5A).

Figura 5 - Plantas de A. annua cultivadas em casa de vegetagdo. A. Plantulas

transplantadas para vasos. B. Plantas antes do desbaste. C. Plantas ap0s o desbaste.
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ApoOs dez dias do transplante, foi feita 0o desbaste de mudas mantendo-se de
duas a trés mudas por vaso que foram cultivadas em casa de vegetacao por mais 30
dias, totalizando um periodo de 90 dias desde a semeadura (Figura 5B, Figura 5C).

Ao final dos 90 dias de cultivo, as partes aéreas das plantas foram coletadas e

utilizadas para as analises de metabdlitos secundarios.

4.8. Analise dos metabdlitos secundérios por SPME/GC-MS

A técnica de micro-extracdo em fase solida (SPME - solid phase
microextraction) acoplada a cromatografia gasosa com espectrometria de massas
(GC-MS) foi realizada em parceria com o Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
Quimicas, Biolégicas e Agricolas (CPQBA-Unicamp) para analise dos compostos
volateis de calos, plantulas in vitro e plantas cultivadas em casa de vegetacéo de A.
annua.

Para andlises dos calos, das plantulas in vitro e das plantas cultivadas em casa
de vegetacao, aproximadamente 2 g de massa fresca foram coletadas e armazenadas
em tubos Falcon de 50 mL (Figura 6A).

Figura 6 - Andlise dos calos in vitro por SPME-GC-MS. A. Calos in vitro dos diferentes
tratamentos armazenados em tubos Falcon. B. Amostra em solugéo salina saturada

de NaCl. C. Amostra em banho maria e inje¢éo da fibora SPME

Para a extracao por SPME, 2 g de amostra foram transferidos para frasco de
vidro de 40 mL, adicionados 15 mL de uma solucdo saturada de NaCl (360 g L1),
lacrado com septo de silicone (Figura 6B) e colocado em um banho-maria a 60°C.

Em seguida, o meio foi mantido sob agitacdo constante por 30 minutos para

liberacdo dos volateis. ApOs este periodo, a fibra de SPME foi exposta aos volateis
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para sorcdo dos mesmos, permanecendo por mais 30 minutos (Figura 6C).
Finalmente, a fibra foi retirada do frasco e introduzida no injetor do cromatografo a gas
para liberacéo dos volateis e analise por GC-MS.

As analises para calos, plantulas in vitro e plantas cultivadas em casa de
vegetacado foram realizadas em triplicata. No caso dos calos, foram coletadas trés
amostras de cada tratamento (E, B, A, V, AV). Cada uma das amostras consistiu no
conjunto de calos tomados aleatoriamente (pelo menos 4 calos distintos) para atingir
0s 2 g de massa fresca. Cada amostra de plantula in vitro também consistiu em um
conjunto tomado aleatoriamente das partes aéreas das plantulas contidas em
diferentes frascos para atingir os 2 g de massa fresca. No caso das plantas cultivadas
em casa de vegetacao, cada conjunto contido em um vaso foi considerado como uma

amostra, sendo retirado apenas as partes aéreas.

4.9. Comparacao do perfil de metabdlitos secundéarios de diferentes tecidos de
Artemisia annua

ApOs a obtencgéo dos diferentes tecidos de A. annua e analise dos metabdlitos,
0 objetivo foi comparar o perfil dos metabdlitos secundarios produzidos em plantas
cultivadas em casa de vegetacdo, plantulas in vitro e calos in vitro todas provenientes

da mesma fonte, conforme descrito no item 4.2 (Figura 7).

Material Obtencgado de diferentes tecidos Analises Comparagao
vegetativo de Artemisia annua SPME/GC-MS do perfil metabdlico

sl

AN
Plantas cultivadas em
casa de vegetacao

sl

Al
Plantulas Plantulas
in vitro in vitro

[

Calos in vitro Calos in vitro

Plantas cuItivdasg}m
casa de vegetacéao

: ®
° e BAP- 0,2 mg L™
Sementes ANA - 0,05 mg L' O
CPQBA3

BAP - 1,0 mg L
ANA- 1,0mgL"

L X X JoJ

Fitorreguladores Espectro luminoso

Figura 7 - Esquema ilustrativo do experimento
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Primeiramente, foi feita a comparacao entre as iluminagfes utilizadas para o
cultivo de calos in vitro (escuro, luz branca, azul, vermelha e azul+vermelha). Com o
intuito de representar as diferencas e semelhancas entre os conjuntos de metabdlitos
secundarios identificados nas iluminac¢des, foram construidos diagramas de Venn,
com auxilio do software InteractiVenn (HEBERLE et al., 2015). Em seguida, foi feita
uma tabela apresentando os valores meédios de porcentagem relativa das trés
amostras analisadas por SPME GC-MS em cada uma das iluminagoes.

Para os dados relacionados aos metabdlitos secundarios dos tecidos de A.
annua (calos in vitro, plantulas in vitro e plantas cultivadas em casa de vegetacéo)
também foram construidos diagramas de Venn. Nesse caso, os metabdlitos dos calos
foram considerados independente da iluminacdo utilizada. Para a porcentagem
relativa dos calos, foi utilizada a média dos valores das trés amostras e de todas as
iluminacdes.

Também foram construidos diagramas de Venn para avaliar a variabilidade
entre as trés amostras utilizadas nas andlises por SPME GC-MS de cada um dos
tecidos: calos in vitro, plantulas in vitro e plantas cultivadas em casa de vegetagéao.
Nesse caso, cada conjunto representou o conjunto de metabdlitos secundarios
identificados em cada amostra analisada.

Por fim, foi feita uma busca na literatura para investigar se os calos in vitro,
pelas suas caracteristicas particulares como células ndo diferenciadas e em
crescimento desorganizado, poderiam resultar na producdo de moléculas ainda nao

reportadas em tecidos diferenciados de A. annua.

4.10. Anélise estatistica

Os dados obtidos dos experimentos foram submetidos a Andlise de Variancia
(ANOVA). Primeiramente, foram realizados o teste de Shapiro-Wilk a 5% para avaliar
a normalidade dos residuos e o teste de Bartlett a 5% para homogeneidade das

variancias. Os dados que nao respeitavam as pressuposicoes da Analise de Variancia
(ANOVA) foram transformados utilizando a equagéo arcsen,/x/100, para dados em
porcentagem, e \/W para os dados de massa fresca e diametro. Com os dados
apresentando normalidade de residuos e homoscedasticidade, foi feito o teste de

comparacao de médias pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia, utilizando
o software RStudio v. 4.2.1 (RSTUDIO TEAM, 2022).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Semeadurain vitro

O protocolo para a desinfeccdo superficial das sementes de A. annua foi
eficiente para a semeadura in vitro, sem a observacéo de contaminac¢des microbianas,
com porcentagem de germinacédo de 65,57 + 6,70% e sucesso obtencéo de plantulas
apos um periodo de 20-30 dias.

Essas plantulas germinadas foram utilizadas para a indugéo de calos e

obtencao de plantulas in vitro (Figura 8).

Figura 8 - Plantulas de A. annua obtidas por semeadura in vitro em meio MSY2 com

15,0 g L de sacarose.

5.2. Efeitos da Benzilaminopurina (BAP) e Acido Naftaleno Acético (ANA) na
inducgéo e proliferagcédo de calos in vitro de Artemisia annua

O uso de fitorreguladores BAP e ANA, independentemente da concentracao,
demonstraram ser essenciais para a indugdo de calos in vitro de A. annua,
aumentando o didametro dos calos em até 400%, obtido com o tratamento combinando

de 0,5 mg L* de BAP e ANA, comparado ao controle sem fitorreguladores (Tabela 2).
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Tabela 2 - Efeito dos fitorreguladores Benzilaminopurina (BAP) e Acido Naftaleno
Acético (ANA) no diametro (cm) dos calos in vitro induzidos no escuro a partir de

apices caulinares de A. annua ap6és 70 dias de cultivo

Concentragdo (mg L?)

Diametro (cm)

BAP ANA

0 0,38 Bb
0 0,5 1,09 Ba
1,0 1,14 Ba
0 1,26 Ab
0,25 0,5 1,51 Aa
1,0 1,64 Aa
0 1,21 Ab
0,5 0,5 1,89 Aa
1,0 1,73 Aa
0 0,93 Ab
0.75 0,5 1,79 Aa
1,0 1,56 Aa
0 0,94 Ab
1,0 0,5 1,45 Aa
1,0 1,77 Aa

P valor BAP < 0,00001*

P valor ANA < 0,00001*

P valor interagéo 0,40335"s
Coeficiente de variacao (%) 34,14 %

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, mailscula para
concentracdo de BAP e minuUscula para concentragdo de ANA, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. ™ ndo significativo.

Apesar de nao haver diferenca significativa no diametro dos calos quando
cultivados em combinacdo de BAP e ANA, independente da concentracdo, apenas
quatro tratamentos foram avaliados quanto a massa fresca.

Essa escolha se deu baseada no maior diametro de calos observados (0,5 mg
Lt de ANA e BAP, combinados) e na avaliacdo dos efeitos individuais dos
fitorreguladores, ou seja, uso isolado de ANA (0,5 mg L) ou BAP (0,5 mg L) na
mesma concentracdo. Além disso, o tratamento contendo o dobro da concentracao
de BAP e ANA (1,0 mg L* de BAP e ANA) foi escolhido devido ao aspecto visual dos
calos. Eles apresentaram coloragcdo mais clara e células mais friaveis, menos
compactas em relacdo aos calos cultivados com 0,75 mg L' de BAP e 0,5 mg L de
ANA (Figura 9).
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Figura 9 - Efeito dos fitorreguladores Benzilaminopurina (BAP) e Acido Naftaleno
Acético (ANA) no desenvolvimento dos calos in vitro induzidos no escuro a partir de

apices caulinares de A. annua apés 70 dias de cultivo.

Para massa fresca, foi possivel observar a importancia do uso combinado de
BAP e ANA. A combinagdo de BAP e ANA a 0,5 mg L resultou em aumento de 374%
da massa fresca em relacdo ao uso isolado de ANA e 146% em relacdo ao uso
isolado de BAP. Ainda, o aumento da concentracdo de ambos os fitorreguladores
para 1,0 mg L resultou em aumento de 39,92% na massa fresca dos calos em relagédo
a concentracdo de 0,5 mg L (

Tabela 3).

Tabela 3 - Efeito dos fitorreguladores Benzilaminopurina (BAP) e Acido Naftaleno
Acético (ANA) na massa fresca (g) dos calos in vitro induzidos a partir de apices

caulinares de A. annua apoés 70 dias de cultivo

Concentracdo (mg L)

Massa fresca dos calos (Q)

BAP ANA
0 0,5 0,4545 b
0,5 0 0,8877 b
0,5 0,5 2,1834 a
1,0 1,0 3,0551 a
P valor 7.402e-07*
Coeficiente de variacao (%) 32,63

*Médias seguidas de mesma letra n&o diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Protocolos para cultura de calos, organogénese e cultura de células tem sido
reportados para A. annua utilizando diversas concentragbes e combinagfes de
diferentes  fitorreguladores como acido 2,4-Diclorofenoxiacético  (2,4-D),
Benzilaminopurina (BAP), Thidiazuron (TDZ), Cinetina, Acido naftaleno acético (ANA),
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Acido indolbutirico (AIB) e Acido indolacético (AlA) (ALEJOS-GONZALEZ et al., 2013;
DANGASH et al., 2015; GHASSEMI; NAYERI; HOSSEINI, 2015; TAHIR et al., 2015;
ZAYOVA et al., 2020), sendo o0 2,4-D, BAP e ANA os mais utilizados.

A combinacéo de 0,5 mg L* de BAP e ANA utilizada no experimento também
foi reportada em A. annua (KENG et al., 2010) e a concentracdo de 1,0 mg L' de BAP
e ANA para a inducao de calos in vitro também foi reportada para A. annua, em que
foi utilizado o fungo Aspergillus sp. como elicitor para aumentar a concentracdo de
artemisinina em culturas de calos (YULIANI et al., 2018).

5.3. A luz na proliferacdo dos calos in vitro de Artemisia annua

Para o diametro dos calos obtidos na fase de proliferagéo, ndo houve diferenca
significativa entre a presenga e auséncia de luz, nem entre as concentragoes de
fitorreguladores utilizadas. Para a massa fresca dos calos proliferados, a auséncia de
luz resultou em maiores valores de massa fresca, independente da concentracdo dos

fitorreguladores (Tabela 4)

Tabela 4 - Efeito dos fitorreguladores Benzilaminopurina (BAP) e Acido Naftaleno
Acético (ANA) e da presenca e auséncia de iluminacdo no diametro (cm), massa

fresca (g) dos calos in vitro de A. annua na fase de proliferacéo

Concentragdo (mg L?) L Proliferacéo
lluminacéo —
BAP ANA Diametro (cm) Massa fresca ()
Escuro 0,8512 a
0,5 0,5 1,34
Branca 0,6355 b
Escuro 0,7836 a
1,0 1,0 1,35
Branca 0,7262 b
P valor BAP e ANA 0,76062 " 0,81660 "
P valor lluminacao 0,79338 s 0,01943 *
P valor interacéo 0,12017 s 0,17746 s
Coeficiente de variacao (%) 15,46 30,38

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. S ndo significativo.

Além disso, a iluminagédo também influenciou na coloracdo dos calos formados.
Os calos obtidos com BAP ou ANA aplicados isoladamente no meio de cultura
apresentaram coloracdo marrom independente da iluminag&o. Ja a combinacdo BAP

e ANA no mesmo meio de cultura resultou em calos de coloragéo verde na presenca de
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luz, especialmente na maior concentracdo (1,0 mg L de cada). Em condicdes de
escuro, as coloracdes dos calos variaram de marrom na menor concentragao (0,5 mg

L* de cada) a creme na maior concentracéo (1,0 mg L de cada) (Figura 10).

Escuro Luz Escuro Luz

|

. 3’,'&?-. 3 X
.. ; 3 \ »

0,5mgL"'ANA e 0,5 mg L"' BAP 1,0 mg L' ANA e 1,0 mg L' BAP
Figura 10 - Efeito de fitorreguladores e iluminacdo no desenvolvimento dos calos in
vitro de A. annua ap0s 28 dias de proliferacao

Outro fato interessante observado nesse estudo foi que os calos provenientes
do tratamento contendo 0,5 mg L' de BAP e ANA resultaram em grande quantidade
de calos com células mais densas com coloracdo marrom que nao proliferaram nas
fases seguintes, tornando-se ainda mais escuros e sem resposta de crescimento
quando transferidos para novo meio de cultura. Diferentemente, o tratamento
contendo 1,0 mg L' de cada um dos fitorreguladores resultou em calos com
manutencdo da boa proliferacdo quando subcultivados no meio de cultura

subsequente.

5.4. Diferentes faixas de comprimento de onda do espectro visivel de luz na
inducdao e proliferagéo dos calos in vitro de Artemisia annua

O efeito dos diferentes comprimentos de onda na producdo e biomassa dos
calos foi avaliado desde a fase de indugéo dos calos. A massa fresca e didametro dos
calos atingiu valores maximos, sem incrementos posteriores e até diminuicdo da
massa, entre 42 e 49 dias de cultivo, exceto para luz azul e vermelha, na qual o

aumento de massa fresca dos calos ocorreu até os 56 dias de cultivo.



25

Aos 28 dias, periodo em que os calos foram utilizados para a fase de
proliferacdo, a LED vermelha resultou nos maiores valores de massa (0,2293 g) e

diametro (0,99 cm) e o escuro nos menores valores (0,0972 g e 0,60 cm) (Figura 11).
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Figura 11 - Curvas de crescimento (massa fresca e diametro) dos calos in vitro de A.

annua cultivados sob diferentes comprimentos de onda fornecidos por LEDs em meio

de cultura MS + 1,0 L1 BAP + 1,0 mg LT ANA.
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Para o diametro e massa fresca dos calos na fase de proliferacdo, ndo houve
diferenca significativa entre os calos cultivados em presenca de luz, seja lampada fria
ou LEDs.

Em relacdo a massa fresca, a Unica iluminagéo que diferiu do escuro foi a LED
vermelha, com a maior producdo de biomassa nos calos de A. annua, resultando em
aumento significativo da massa fresca dos calos (0,5924 g) em relacdo ao escuro
(0,3265 g). Em relacdo ao diametro, o uso de LED vermelha (1,51 cm) e
azul+vermelha (1,43 cm) resultaram em aumento significativo em relacdo ao escuro
(1,11 cm) (Figura 12).

Vermelha Azul e Vermelha
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Figura 12 - Efeito de diferentes comprimentos de onda do espectro visivel na
proliferacdo dos calos in vitro de A. annua cultivados em meio de cultura MS + 1,0 L
BAP + 1,0 mg L't ANA. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente

entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Nesse experimento, ndo houve diferenca estatistica entre a massa fresca dos
calos proliferados no escuro e em luz branca. Por outro lado, no experimento anterior
(item 5.3), quando foi avaliado a presenca e auséncia de luz na proliferacao dos calos,
a massa dos calos cultivados no escuro foi maior do que em luz branca.

Um dos motivos dessa divergéncia € o fato de que anteriormente os calos foram
induzidos no escuro e parte deles proliferados em luz branca, o que pode ter causado
morte das células nessa adaptacao para a presenca de luz, resultando em diminui¢ao
da massa fresca. Entretanto, no experimento atual, os calos foram induzidos nos
diferentes comprimentos de onda em que foram proliferados, entdo possivelmente

estavam mais condicionados durante a fase de proliferacao.

5.5. Comparacéao do perfil de metabdlitos secundérios de diferentes tecidos de
Artemisia annua
5.5.1. Diferentes faixas de comprimento de onda do espectro visivel de luz na
producdo de metabdlitos de calos in vitro de Artemisia annua

Sobre os efeitos dos diferentes comprimentos de onda utilizados para o cultivo
dos calos, esses também tiveram influéncia no perfil de metabdlitos secundarios de
metabdlitos produzidos pelos calos de A. annua.

Os calos que produziram o maior namero de moléculas foram aqueles
cultivados na luz branca e na luz vermelha, totalizando 29 moléculas diferentes cada.
Nao foi observado nenhum metabdlito exclusivo de calos cultivados na luz azul e

vermelha ou no escuro (Figura 13).
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Figura 13 - Diagrama de Venn da quantidade de metabdlitos reportados em calos in
vitro de A. annua cultivados em diferentes comprimentos de ondas: azul, vermelha,

azul e vermelha, branca e escuro.

O beta-pineno (média 20,66%), trans-cariofileno (média 14,43%), alfa-
santaleno (média 13,83%), 4-metoxi benzaldeido (média 12,15%), acetato de mentila
(média 9,44%), 1l-hexanol (média 6,53%), hexanal (média 4,62%) foram os
metabdlitos identificados nos calos cultivados em todos os comprimentos de onda. O
delta-3-careno (média 11,24%) e alfa-santaleno (média 13,83%) so6 nao foi identificado
em luz azul+vermelha

Enquanto o geraniol (15,41%) e o acetato de geranila (9,07%) somente néo
foram reportados em luz vermelha, o delta-cadineno (2,49%) e o para-cimeno (1,93%)
foram identificados somente em calos cultivados nesse comprimento de onda.

Outro metabdlito identificado exclusivamente em uma das iluminacdes foi o
mentol (3,75%) e alfa-terpineol (1,90%) em luz branca. O eucaliptol (média 10,01%),
allo aromadendreno (média 8,06%), beta-bisaboleno (média 2,46%), alfa-humuleno
(média 2,42%) e 4-terpineol (média 2,12%) foram identificados em calos cultivados

sob luz fria branca e LEDs vermelhas (Tabela 5).
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Tabela 5 - Perfis de metabdlitos secundarios obtidos por SPME GC-MS com

metabalitos observados em calos in vitro e cultivados em diferentes comprimentos de

onda fornecidos por LEDs

% Relativa
tr(min) IR Identificacdo
E B A \% AV

3,12 800 hexanal 7,96 2,54 2,79 1,59 8,21
3,91 847 2-hexenal 4,81 3,84 1,13 8,77
3,95 850 3-hexenol 2,83 2,10 2,53 9,00
4,15 862 1-hexanol 3,50 3,16 1,60 2,90 21,49
8,26 1024 para-cimeno 1,93

8,49 1031 eucaliptol 10,79 9,23

12,73 1144 canfora 40,52 60,44 5,63 46,15

13,89 1173 mentol 3,75

13,99 980 beta-pineno 23,15 22,00 18,29 31,18 8,70
14,08 1178 4-terpineol 1,95 2,28

14,63 1191 alfa-terpineol 1,90

17,26 1254 4-metoxi benzaldeido 10,03 7,84 30,13 4,27 8,46
17,33 1256 geraniol 13,96 7,03 26,57 14,07
18,98 1295 acetato de mentila 17,49 7,07 5,14 3,17 14,32
19,26 1011 delta-3-careno 9,60 13,18 6,95 15,24

21,72 1454 alfa-humuleno 2,50 2,33

22,01 1461 allo aromadendreno 4 57 3,54

22,75 1385 acetato de geranila 9,12 7,46 11,32 8,38
24,05 1509 beta-bisaboleno 2,30 2,61

24,13 1419 trans-cariofileno 19,25 15,48 16,82 11,31 9,29
24,17 1420 alfa-santaleno 19,96 9,88 12,92 6,06 20,34
24,55 1524 delta-cadineno 2,49

56,51 ----- éster de acido carboxilico 12,54 15,16 30,75 47,03 19,57

tR: tempo de retencéo. IR: indice de retencgéo.

Os diferentes comprimentos de onda utilizados nesse

estudo também

resultaram em diferentes perfis metabdlicos nos calos de A. annua. Os estudos sobre

o efeito da luz sobre os metabolitos produzidos em A. annua séo direcionados para o

aumento da concentracéo de artemisinina, principal componente de A. annua (Tabela

6).
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Tabela 6 — Relatos na literatura sobre uso de diferentes iluminacfes para o cultivo de

Artemisia annua

Material Luz Resultados Referéncia
Casa de Azul, vermelha, )
. Sem diferengas (ZHANG et al., 2023)
vegetacao verde e branca
Casa de o
. Branca, azul tartemisinina (SANKHUAN et al., 2022)
vegetacao
R o o (LOPES et al., 2020; PANDEY;
Plantulas in vitro Azul e UV tartemisinina
RAI 2014; RAl et al., 2011)
. Azul e o
Plantulas tartemisinina (ZHANG et al., 2018)
vermelha
Calos in vitro Luz e escuro tartemisinina em luz ~ (MOHAMMAD et al., 2014)

Utilizando o cultivo em casa de vegetacdo nao foram observadas diferencas no
perfil de metabdlitos secundarios de plantas cultivadas com luz azul, vermelha, verde
e branca (ZHANG et al., 2023). No entanto, a luz branca e a luz azul aumentaram as
concentracBes de artemisinina em plantas cultivadas em casa de vegetacéo
(SANKHUAN et al., 2022).

Além disso, a luz azul e UV influenciaram positivamente a biossintese de
artemisinina em plantulas in vitro (LOPES et al., 2020; PANDEY; RAI 2014; RAl et al.,
2011). Em plantulas de A. annua, a LED azul e vermelha permitiu o incremento da
concentracéo de artemisinina (ZHANG et al., 2018) e em calos, houve maior producéo
de artemisinina quando cultivados na luz em relagédo ao escuro (MOHAMMAD et al.,
2014).

Em nosso trabalho, foi possivel concluir que além das observacfes ja
realizadas com a artemisinina, o perfil de metabdlitos secundarios de A. annua
também é alterado e responde especificamente aos diferentes comprimentos de onda

fornecidos por LEDs.

5.5.2. Efeitos dos tipos de tecidos na producdo de metabdlitos em Artemisia
annua

Os dados obtidos por meio da SPME-GC-MS resultaram no registro de 91
metabdlitos em Artemisia annua. Foi observada a presenca de moléculas de

ocorréncia geral, observada tanto na parte aérea das plantas cultivadas in vitro e em
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casa de vegetacdo, bem como nos calos in vitro e grupos de moléculas especificas

de cada parte analisada (Figura 14).

Figura 14 - Diferentes fontes de material de A. annua utilizados para identificacéo e
comparacdo do perfil de metabolitos secundéarios por meio de SPME GC-MS. A.
Plantas cultivadas em casa de vegetacao com 90 dias de idade. B. Plantulas in vitro
com 28 dias de cultivo. C. Calos in vitro cultivados em diferentes comprimentos de

onda do espectro visivel de luz com 28 dias de cultivo.

Do total, foram observadas 58 moléculas em plantas cultivadas em casa de
vegetacao (63,7%), 38 moléculas nos calos in vitro (41,8%) e 12 em plantulas in vitro
(13,2%). Desse total, 45 metabdlitos foram identificados somente na parte aérea de
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plantas cultivadas em casa de vegetacao (50,4%), 27 dos metabdlitos somente em

calos (29,7%) e cinco somente nas plantulas in vitro (5,5%) (Figura 15).

Calos in vitro Plantulas in vitro
(38) = e : (12)
1
27 : ] 7 5
3
7 2
45
Plantas cultivadas
em casa de vegetagéo
(58)

Figura 15 - Diagrama de Venn da quantidade de metabdlitos registrados para trés
tecidos de A. annua: calos in vitro, plantulas in vitro e plantas cultivadas em condic¢des

de casa de vegetacao.

Um dos principais metabdlitos identificados em comum em todas as partes
analisadas foi a céanfora, sendo a principal molécula encontrada nos calos
provenientes do cultivo em luz branca (60,4%) e no escuro (40,5%) e a segunda
principal (22%) nas plantas cultivadas em casa de vegetacdo, depois da cumarina
(22,6%). Interessantemente, nas plantulas in vitro a canfora representou menos de
10% da composicao total. A canfora somente n&o foi observada no tratamento com
luz azul e vermelha combinadas. Mesmo assim foi o principal componente identificado
nos calos (média 38,19%).

A canfora € um monoterpeno ja conhecido e reportado nos 6leos essenciais de
A. annua, possuindo propriedades antimicrobiana, antibacteriana, antiviral,
anticancerigena, inseticida e repelente, sendo muito utilizado para formulacdes de
perfumes e cosméticos (ABAD et al., 2012; MALABADI et al., 2021). Além da canfora,
0 3-hexenol e o éster de &cido carboxilico foram identificados em todos os tecidos de

A. annua (Tabela 7).
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Tabela 7 — Perfil de metabdlitos secundarios obtidos por SPME GC-MS de plantas

cultivadas em casa de vegetacao, plantulas in vitro e calos in vitro de A. annua

% Relativa
tr . ~
(min) IR Identificacdo Calos Plantulas  Plantas cultivadas em
in vitro n vitro casa de vegetacao
3,12 800 hexanal 4,62 1,08
3,91 847 2-hexenal 4,64 0,45
3,95 850 3-hexenol 4,11 0,77 0,35
4,15 862 1-hexanol 6,53
6,80 977 1-octen-3-ol 0,44
13,99 980 beta-pineno 20,66
19,26 1011 delta-3-careno 11,24
8,26 1024 para-cimeno 1,93
8,49 1031 eucaliptol 2,82
9,74 1066 hidrato de cis-sabineno 0,32
10,91 1099 linalol 0,40
11,94 1125 crisantenona 0,65
12,73 1144 canfora 38,19 9,01 22,01
13,46 1162 pinocarvona 0,30
13,60 1166 borneol 1,14
13,89 1173 mentol 3,75
14,08 1178 4-terpineol 0,57
14,63 1191 alfa-terpineol 1,90 0,91
15,82 1220 trans-carveol 0,56
16,30 1231 cis-carveol 0,32
16,83 1244 carvona 0,37
17,26 1254 4-metoxi benzaldeido 12,15
17,33 1256 geraniol 15,41
18,80 1290 timol 0,49
18,98 1295 acetato de mentila 9,44
21,64 1358 eugenol 1,67
22,75 1385 acetato de geranila 9,07
22,84 1387 2-metil butirato de benzila 0,53
24,13 1419 trans-cariofileno 14,43 0,44
24,17 1420 alfa-santaleno 13,83
24,88 1437 cumarina 22,56
21,72 1454 alfa-humuleno 2,42
25,71 1458 trans-beta-farneseno 37,94 2,54
22,01 1461 allo aromadendreno 4,06
26,42 1475 beta-chamigreno 2,38
26,63 1481 germacreno D 4,52 2,00
26,73 1483 10s, 11s-himachala-3(12),4-dieno 0,62
26,83 1486 beta-selineno 0,65
24,05 1509 beta-bisaboleno 2,46
24,55 1524 delta-cadineno 2,49
31,11 1596 dietil ftalato 2,05
32,51 1634 alfa-acorenol 1,08
33,28 1655 selin-11-en-4-alfa-ol 0,62
33,42 1659 7-epi-alfa-eudesmol 5,37
33,90 1672 xantoxilina 17,33
34,38 1685 alfa-bisabolol 4,11
36,47 1743 N-acetil-L-tirosinamida 0,60
56,51 éster de acido carboxilico 25,01 8,67 3,52

tR: tempo de retencéo. IR: indice de retencéo.
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Os resultados demonstram que o perfil de metabdlitos secundarios dos tecidos
de A. annua analisados sdo diferentes entre si e que podem ser explorados em relacéo
ao numero, tipo e porcentagem relativa dos metabdlitos produzidos nas diferentes
condig¢bes de cultivo.

O trans-beta-farneseno foi o principal metabdlito identificado nas plantulas in
vitro (37,94%), porém foi identificado em porcentagem relativa menor nas plantas
cultivadas em casa de vegetacao (2,54%) e nao reportado de ocorréncia nos calos.

O trans-beta-farneseno € um sesquiterpeno que possui atividade antioxidante,
atividade anticarcinogénica, antibacteriana, antifingica e neuroprotetora (RUSSO;
MARCU, 2017). Tem sido reportado em Artemisia (ABAD et al., 2012; BILIA et al.,
2014; NIGAM et al., 2019), porém em porcentagens relativas bem menores (até 8,2%)
(BILIA et al., 2014), similar ao reportado nas plantas cultivadas em casa de vegetagao
do atual experimento (2,5%). Isso mostra que as plantulas in vitro podem ser uma
alternativa para obtencao desse metabdlito.

Por outro lado, o trans-cariofileno néo foi identificado nas plantulas in vitro, mas
sim em plantas cultivadas em casa de vegetacdo (0,44%) e sendo o metabdlito com
maior porcentagem relativa nos calos in vitro (média de 14,4%), demonstrando toda a
diversidade de respostas em diferentes tecidos cultivados.

Nesse sentido,os resultados demonstram que os diferentes tecidos de A. annua
podem ser explorados em relacdo as moléculas produzidas e suas aplicacdes, pois
apesar de estarem presentes nos tecidos vegetais ex vitro, foram reportadas em
guantidades relativas diferentes dos tecidos in vitro.

Os diferentes tecidos de A. annua também apresentaram potencial na producao
de moléculas exclusivas, ou seja, que so6 foram identificadas em um dos sistemas de
cultivo. O 1-octen-3-ol, hidrato de cis sabineno, linalol, crisantenona, pinocarvona,
borneol, 4-terpineol, alfa-terpineol, cis e trans-carveol, carvona, timol, eugenol, 2-metil
butirato de benzila, cumarina, beta-chamigreno, beta-selineno, selin-11-em-4-alfa-o,
alfa-bisabolol, N-acetil-L-tirosinamida, 10s, 11s-himachala-3(12),4-dieno e alfa-
acorenol foram identificadas somente em plantas cultivadas em casa de vegetacao,
sendo que os trés ultimos ndo haviam sido reportados em A. annua.

Ja4 a xantoxilina, o dietil ftalato e 7-epi-alfa- eudesmol foram identificadas
somente em plantulas in vitro a partir dos resultados de SPME GC-MS do nosso
estudo. A xantoxilina apresenta atividade contra bactérias encontradas no trato
urinario e efeito antinociceptivo (CAMPOS-BUZZI et al., 2006; FILHO et al., 1995) e
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apesar de ja ter sido reportada em A. annua (BROWN, 1992; SEGNEANU et al., 2021),
a xantoxilina foi identificada somente nas plantulas in vitro.

Algumas moléculas que sdo comumente reportadas nos 6leos essenciais de A.
annua, nao foram reportados de forma ampla (ABAD et al., 2012; BORA; SHARMA,
2011). O eucaliptol, por exemplo, nédo foi identificado nas plantulas in vitro, bem como

cumarina e eugenol somente foram identificados nas plantas de casa de vegetacao.

5.5.3. Calos in vitro como alternativa na producdo de metabdlitos secundarios

Foi possivel observar que calos in vitro de A. annua tiveram a producdo de
metabdlitos que ndo foram identificados nas plantas cultivadas em casa de vegetacao
nem nas plantulas in vitro. Isso demonstra um perfil de metabdlitos secundarios e rotas
metabdlicas especificas dos calos e diferente de tecidos diferenciados.

Do total de moléculas identificadas, 29,7% foram exclusivas dos calos in vitro.
As moléculas identificadas foram: beta-pineno, geraniol, alfa-santaleno, 4-metoxi
benzaldeido, delta-3-careno, acetato de mentila, acetato de geranila, allo
aromadendreno, mentol, delta-cadineno, beta-bisaboleno, alfa-humuleno e para-
cimeno.

Apesar de haver relatos de moléculas de interesse que s6 sdo produzidas em
tecidos vegetais especializados como no caso das hairy roots ou em glandulas
(GONCALVES; ROMANO, 2018), nosso trabalho demonstrou que tecidos
desdiferenciados, como os calos, séo capazes de biossintetizar moléculas especificas
diferentes das encontradas em tecidos diferenciados, como as plantas inteiras.

A presenca de moléculas em calos que ndo sao identificadas nas plantas
também foi observada em calos in vitro de Phyllanthus amarus (OLIVEIRA;
SARTORATTO; CARDOSO,2020), em cultura de suspensao de células de Nicotiana
tabacum (NCUBE et al., 2014), Rosa damascena, ambas analisadas por GC-MS.

Em cultivos especificos como de suspensdo de células em meio liquido
utilizando biorreatores, a diferenca no perfil de metabdlitos produzidos tem sido
associada a outros fatores que nao a origem da célula, como os estresses da agitacéo
e aeracao geradas nos biorreatores (PAVLOV et al., 2005).

Mais recentemente, o nivel de diferenciacdo dos tecidos junto a fatores
ambientais do cultivo tem sido apontado como a principal origem dessas diferencas

~

no perfil de metabolitos secundarios comparando-se os calos a parte aérea de
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plantulas in vitro e aquelas cultivadas em casa de vegetacdo (NCUBE et al., 2017,
OLIVEIRA; SARTORATTO; CARDOSO, 2020).

Dessa forma, o estudo atual com A. annua demonstrou que em condi¢oes
similares de cultivo (cultivo in vitro) e utilizando o mesmo genétipo, foram notados
perfis de metabdlitos secundarios diferentes entre calos e plantulas cultivadas in vitro.

De forma interessante, e por apresentarem nivel de diferenciacdo menor que
as partes aéreas das plantas, foi possivel observar a presenca de uma molécula
especifica nos calos, o para-cimeno, que € considerado um precursor do timol, esse
altimo identificado com baixa porcentagem relativa e somente nas plantas cultivadas
em casa de vegetacao.

Também foi possivel notar rotas bioquimicas especificas dos calos, servindo
de exemplo a identificacdo das moléculas geraniol e mentol, que sédo precursoras dos
metabdlitos acetato de geranila e de mentila, reportadas somente nos calos de A.
annua. Também, a molécula alfa-santaleno é o precursor do alfa-santalol, embora

esse Ultimo nao tenha sido observado em nenhuma das amostras analisadas.

5.5.4. Calos in vitro de A. annua como fonte de metabdlitos néo reportados na
espécie e no género

Algumas dessas moléculas identificadas somente nos calos em nosso estudo
ja haviam sido reportadas na espécie ou no género Artemisia anteriormente, como no
caso do mentol, delta-cadineno, beta-pineno, beta-bisaboleno, delta-3-careno,
geraniol, alfa-humuleno e allo aromadendreno.

No entanto, os calos de A. annua também possibilitaram a biossintese de
metabdlitos ainda ndo reportados na espécie A. annua: o acetato de mentila, o acetato
de geranila, o 4-metoxi benzaldeido e o alfa-santaleno (Tabela 8).
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Tabela 8 - Moléculas identificadas por SPME GC-MS somente nos calos in vitro

reportadas na literatura

Identificacao A.annua Artemisia Referéncia
para-cimeno (BILIA et al., 2008)
mentol (BORA; SHARMA, 2011; NIGAM et al., 2019;
BHAKUNI et al., 2001; SEGNEANU et al., 2021)
beta-pineno (BORA; SHARMA, 2011) (NIGAM et al., 2019).
. (MARINAS et al., 2015; MOHAMMADREZA,
delta-cadineno
2008)
beta-bisaboleno (NIGAM et al., 2019)
geraniol (SEGNEANU et al., 2021)
(MOHAMMADREZA et al., 2008; NIGAM et al.,
delta-3-careno
2019)
alfa-humuleno (MARINAS et al., 2015)
allo aromadendreno (BROWN, 2010; CHARLES et al., 1991)
acetato de mentila X (MASOUDI; RUSTAIYAN; VAHEDI, 2012)
acetato de geranila X (NIGAM et al., 2019; ABAD et al., 2012)
4-metoxi benzaldeido x
alfa-santaleno X X

X: ndo reportado na literatura

O acetato de mentila € um monoterpeno encontrado nos 6leos essenciais do
género Mentha, possuindo propriedades antimicrobianas, sendo utilizado para
formulac@es de produtos de limpeza e cosméticos (KRIN et al., 2022). Para Artemisia,
foi identificado como um dos principais componentes do 6leo de A. chamaemelifolia
(MASOUDI; RUSTAIYAN; VAHEDI, 2012).

O acetato de geranila € um monoterpeno formado a partir do geraniol, sendo
utilizado na producdo de cosméticos devido ao seu aroma agradavel. Além disso, foi
reportada sua atividade antinociceptiva, apresentando propriedades farmacoldgicas
relacionadas a processos inflamatérios e dor, possibilitando seuuso para métodos
terapéuticos (QUINTANS-JUNIOR et al., 2013; WANG et al., 2022). No género Artemisia,
jafoireportado em A. pallens, A. sieberi, A. scoparia (NIGAM et al., 2019), A. sieversiana,
A. aucheri (ABAD et al., 2012).

Apesar de serem reportadas pela primeira vez em A. annua, 0 acetato de
mentila e acetato de geranila ja foram identificadas em outras espécies do género
Artemisia. Por outro lado, o 4-metoxi benzaldeido e o alfa-santaleno, ambos presentes
nos calos cultivados em todas as iluminac¢des, foram reportados pela primeira vez no

género Artemisia.
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O 4-metoxi benzaldeido ou p-anisaldeido € um dos principais componentes do
Oleo essencial das sementes de Pimpinella anisum, conhecida como erva-doce ou
anis, apresentando atividades antimicrobianas (LIN et al., 2021), sendo muito utilizado
para formulagdes de farmacéuticos e cosméticos devido ao seu aroma doce (SUN et
al., 2019).

O alfa-santaleno, identificado somente nos calos de A. annua, é um
sesquiterpeno precursor do alfa-santalol, que € o principal componente do 6leo
essencial do género Santalum. Por possuir propriedades antibacteriana, antioxidante,
antitumoral, anti-inflamatoria e calmante tem sido utilizado na industria farmacéutica e
cosmeética, que devido ao baixo rendimento do 6leo essencial, e incremento na
exploracdo das arvores com a crescente demanda, tem se obtido como alternativas
para obtencdo desse metabdlito a producdo desse composto utilizando estirpes
engenheiradas de Escherichia coli (ZHANG et al., 2022). Nesse contexto, os calos de
A. annua poderiam ser uma alternativa para a producéo de alfa-santaleno, pois esses
representaram em média 20,34% da quantidade relativa produzida em calos
cultivados sob LEDs azul+vermelha e 19,96% no escuro.

Os resultados obtidos com A. annua também confirmam os resultados obtidos
com a planta medicinal Phyllanthus amarus, em que moléculas que ainda ndo haviam
sido identificadas na espécie ou no género, foram reportadas pela primeira vez e em
altas porcentagens relativas nos calos dessa espécie (OLIVEIRA; SARTORATTO;
CARDOSO, 2020).

Isso demonstra a plasticidade dos calos in vitro, seja pelo seu estado nao
diferenciado que resulta na producdo de moléculas encontradas em espécies
correlatas ao género, mas ndo somente isso, a capacidade dos calos em produzirem
um perfil molecular distinto e de moléculas ainda néo reportadas no género.

Dessa forma, e considerando que um dos principais desafios da producéo in
vitro de metabdlitos secundarios sdo os altos custos relacionados a técnica, quando
comparado com a producdo convencional de plantas no campo (CARDOSO;
OLIVEIRA; CARDOSO, 2019), a calogénese em A. annua, bem como outras espécies
de plantas medicinais, pode viabilizar produgao in vitro visando a descoberta e
biossintese de moléculas diferentes das que sdo encontradas nos tecidos das plantas

cultivadas convencionalmente, bem como na producdo de moléculas raras.

5.6. Variabilidade entre as amostras dos diferentes tecidos de Artemisia annua
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Analisando os resultados dentro de cada sistema de cultivo de A. annua,
através da montagem de Diagramas de Venn, foi possivel notar uma variabilidade
dentro das amostras em relagdo as quantidades e tipos de metabdlitos que foram
identificados.

46,6% dos metabdlitos das plantas cultivadas em casa de vegetacdo foram
identificados nas trés repeticdes (Figura 16A) e 58,8% dos metabdlitos das plantulas
in vitro foram identificados nas trés repeticbes (Figura 16B). Para os calos, houve
maior variacéo das repeticdes, apenas 11,8% dos dados foram convergentes entre as

trés amostras (Figura 16C).

A Plantas cultivadas em casa de vegetagao B Plantulas micropropagadas C Calos in vitro
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Figura 16 - Diagrama de Venn da quantidade de metabdlitos registrados para as
repeticbes dos diferentes tecidos de A. annua. A. Relacdo entre as amostras de
plantas cultivadas em casa de vegetacdo. B. Relacdo entre as amostras de plantulas

micropropagadas. C. Relag&o entre as amostras de calos in vitro.

Esses dados demonstram como as plantulas in vitro sdo mais uniformes que
as plantas cultivadas em casa de vegetacéo e que os calos, por crescerem de forma
desdiferenciada e desorganizada podem apresentar maior variacdo no seu perfil de
metabolitos secundarios. Dos metabolitos presentes nos calos cultivados no escuro,
apenas 14,3% foram convergentesentre as amostras, na luz branca, apenas 6,9%; na

luz azul e vermelha, 5,9%; na luz azul, 5,0% e na luz vermelha apenas 3,7% dos dados.
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6. CONCLUSOES

Foi possivel estabelecer um protocolo de inducéo e proliferacdo para o cultivo
in vitrode calos de A. annua visando a producdo de metabdlitos secundarios,
determinando as melhores concentracdes dos fitorreguladores BAP e ANA (1,0 mg L-
1de BAP e 1,0 mg L* de ANA).

Os calos sdo capazes de produzir perfil de moléculas diferentes quando
submetidos a diferentes espectros luminosos, sendo que a luz vermelha e a luz branca
resultaram em maior diversidade de metabdlitos produzidos.

Os diferentes tecidos de A. annua tem efeito no perfil de metabdlitos
secundarios, sendo que nos calos foram identificadas moléculas diferentes das
encontradas nas plantulas in vitro e nas plantas cultivadas em casa de vegetacao.
Além disso, quatro moléculas foram reportadas pela primeira vez em A. annua:
acetato de geranila, acetato de mentila, alfa-santaleno e 4-metoxibenzaldeido, sendo
as duas ultimas reportadas pela primeira vez no género Artemisia.

Esses resultados demonstram que a calogénese in vitro de A. annua pode ser
uma alternativa eficiente na producédo de metabdlitos secundarios de interesse, além
da artemisinina e ainda, diferente dos metabolitos encontrados nos tecidos

diferenciados das plantulas in vitro e de plantas cultivadas em casa de vegetacao.
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