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Resumo

A malaria, um dos maiores problemas de saide publica dos paises tropicais, vem sendo
combatida afravés de medicamentos sintéticos como a cloroquina e derivados, os quais
apresentarn sénios efeitos colaterais e cuja eficacia ¢ afetada principalmente pela resisténcia do
agenfe causador da malina a estes medicamentos. Um extrato vegetal de Artemisia annua,
contendo artermismina vem sendo utilizado 4 milhares de anos na China e fem-se mostrado
eficaz no combate As febres, entre elas a malaria_

A mfluéncia da concentragiio dos mutrientes dos meios padrio Murashige & Skoog
(1962), Gamborg et al (1968)e White (1943), adicionados de fitoreguladores (GA; e AIA), na
produclio de artemisinina e do seu precursor, o 4cido artemisininico foi observada através dos
estudos de cultivo in vitro de Artemisia annua L. Os cultivos in vitro das plnfulas foram
realizados em periodos de 14 e 28 dias,

Os experimentos mostraram que dentre os meios padries utilizados, o meio White (com
nutrientes em menor concentragio) promoveu um maior efeifo tanto no crescimento das
plénhilas, como na producfo de artemisinina. Para otimizar a produglio i vitro de artemisinina
e do 4cido artemisininico, ao meio de White foi adicionado o retardamie de crescimento(CCC) e
foram reduzidos os niveis de fosfato e nitrato das concentracSes originais do meio, constatando-
se que nfo afetaram significativamente o teor de artemisinina. J4 a diminuicfo pela mefade da
concentracHo original de nitrato do meio White aumenton significativamente a produciio de
4cido artemisininico na parte aérea. A adigfo do retardante CCC (com o 6timo da concentragio
de 150 mg/) no meio padrfio de White aumentou significativamente a produgdo do acido
arfemisininico, notadamente na parte aérea.

Assim, o estudo da composiciio mtricional do cultivo in vifro permite uma otimizagio
da produgBio de artemisimina e do respectivo precursor, visando a obtenc#o de um medicamento
antimalarico, oferecendo pois, uma importante perspectiva para a industria farmacéutica, ja que
a sintese quimica de artemisinina até hoje, tem-se mostrado téenica e economicamente inviavel.



SUMMARY

Malaria, one of the major public health problems in tropical countries, has been
effects. In addition their efficacy is affected mainly by the resistance of the malaria causing agent to
these drugs. A plant extract from Arfemisia armua, containing artemisinin, has been used for

The influence of the nuirient concentrations in the standard basal media of Murashige &
Skoog (1962), Gamborg ef al (1968) and White (1943), supplemented with growth regulators
GAj and JAA on the production of artemisinin and its precursor arternisinic acid, was observed
using an in vitro culbure of Artemisia armua L.

The experiments showed that of the different media tested, White’s medium (with lower
nuirient concenirations) befter enhanced the growth of seedlings and artemisinin production. In
order to optirmze the in vitro production of artemisinin and artemisinic acid, White’s meditm was
supplemented with a growth retardant (CCC) and the phosphate and nitrate levels reduced, it being

A fifty percent reduction in the initial nitrate content of White’s medium significantly
increased the artemisinic acid production in the aerial part. The addition of CCC (optimal
concentration of 150 mg/l) to White’s basal medium significanily increased artemisinic acid
production, especially in the aerial part.

Thus the study of the nutritional composition of an i vitre culture allowed optimization of
the production of artermsinin and ifs precursor, with the objetive of obtaining an antimalarial drug,
offering a valuable perspective for the pharmaceutical industry, since nowadays the chemical
synthesis of arternisinin is fechnically and economically inviable.



1. INTRODUCAQ

A naléria € um dos maiores problemas de satide publica que afetam os paises tropicais.
De acordo com as estimativas da Organizacio Mimdial de Saide, ocorremn ao nivel mundial, de
210 a 220 mithdes de casos de malaria aguda e crbnica por ano, dos quais aproximadamente 85%
sio causados pelo pamasita Pasmodium falciparum (QUO and SHEN, 1987 apud
WOERDENBAG et al 1990). No Bmsil, a maldria ocorre principalmente nos estados de
Ronddnia, Para, Mato Grosso e Amazdmia, afetando por volta de 500 mil pessoas por ano
(PENA, 1991; BOULOS, 1995).

Desde os primérdios da hurnamdade numerosas estratégias e tecnologias medicinais tém
gido utilizadas para combater a maldria | sendo que, desde essas épocas, os extratos de plantas vém
sendo utihzado como a base prncipal dos medicamentos para tratar as pessoas afetadas por esta
doenga. Entre estes extratos, destacam-se o de Cinchona {quinina) que foi utilizado em grande
escala no Ocidente e o extrato de artemisinina { "ginghaosu” ) amplamente empregado no Oriente
(JOHNSOIN, 1993).

Medhcamentos obtidos através de sintese quimica como a cloroquina e seus derivados, os
quais passaram a serem utilizados a nivel mundiat na década dos 40, apreseniam, porém, uma
sensivel desvantagem por terem efeifos colatermis e principalmente a crescente resisténcia
adquirida pelo agenie causador da malaria a estes medicamentos (OLIWENSTEIN, 1993
COWLEY et af 1992),

Mais recentemente na década dos 80, diversos orglios de satde e a indistria farmacéutica
de numerosos paises, na busca de novos medicamentos aniimalaricos tem concenirado seus
esforgos de pesquisa em dois caminhos principais: 0 desenvolvimento de uma vacina eficaz que
fortaleca o sistema imunologico das pessoas, a sinfese quimica de novos compostos, entre eles da
artemisinina, que ¢ um medicamento reconhecidamente eficaz contra o P. falciparum e que nio
apresenta os efeifos colaterais pelos derivados da cloroquina (OLIVEIRA e STRAUSS, 1993).

Enfretanto, a complexidade estrutural da moléenla de artemisinina, um  sesquiterpeno
lactbnico, tem inviabilizado até hoje, econdmica e tecnicamente a sintese quimica deste metabolito
{ENDRESS, 1994)

Por outro lado, a Artemisia armme, planta que produz arfenisinina, apresenta uma
complexa variagio na produgdo desie metabolito. Esta variagio ¢ influenciada por numerosos



fatores, como a procedéncia da planta, as condigBes do clina, caracteristicas do solo e seus
aspectos nuiricionais (DELABYS, 1992).

Para superar o5 problemas da complexa variagio na produciio de metabolitos de interesse
farmacéutico e industrial, os pesquisadores tem encontrado na biotecnologia uma valiosa
ferramenta para desenvolver suas pesquisas.

Assim_ deniro desta estratégica de pesquisa a cultura de tecidos incluindo a
micropropagacio, cultura de céhulas, ratzes transformadas e mais recentemente cultivo de células
fransgénicas vém sendo infensamente ufilizadas nos labomtérios privados e publicos, que
mvestigam e produzem remedios a partir de plantas medicinais (CONSTARBEL, 1990).

A caltura de tecidos aplicavel a prochugiio de metabolitos secundérios, oferece perspectivas
para a produgéo escala mdustnal de algumas substincias naturais de dificil obtengfio por
extragdo on por sinfese quimica, ou ainda, a possivel redugéio a longo prazo dos custos de produgio
de algumas substincias medicinais (ROBERT ef al 1991). Pars tal, a produgfio de metabolitos
pode também ser realizada através de cultura de eéhulas em suspensiio, onde pode-se provocar
algun tipo de esiresse, seja nutricional, hormonal ou de fatores como pH, huz, temperatura e outros.



2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo estudar a influgncia da composigao nutricional dos
meios Murashige & Skoog, Gamborg e White suplementados como fitoreguladores no cultivo i
vilre de Artemisia annua, procurando também identificar aqueles que pudessem influenciar
sigmficativamente na produgfio de arlemisinina e o acido artemisininico. Além disso, estudou-se os
efeitosdat&hlgéodefosﬁioeninamdomﬁiowmteedaadigﬁodomiardaniedcmchnmio—
cloreto de 2~clorotilfrimetilaménio (CCC) na produgdo de artemisinina e do sen Precursor .



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ASPECTOS HISTORICOS DA MALARIA E SEU CONTROLE

Acredita-se que a malaria vem afetando a espécie lumana ha milhares de anos infectando
miciakmente o Homo eretus nas selvas do sudeste asiatico e espathando-se posteriormente pela
Afiica e Furopa. J4 no século 16 A.C., existem os primeiros registros dessa doenga em certos
papirus egipcios e admite-se por alguns cientistas, que as expedigBes de Colombo e outros
navegantes trouxeram postenosmente a doenga pama a2 Aménca.

Somente em 1880 o médico francés Charles Laveram descobriv um estranho
Imicroofganismo no sangue de pacientes infectados com a malana. Posteriormente, outros
pesquisadores  como o médico inglés Ronald Ross descobriram o ciclo completo da doenga
estabelecendo assim, a relagio mosquito-parasiia e a doenga (KLAYMAN, 1989, COWLEY et al.
1992).

No Brasil, a malaria continua sendo entre as doengas parasitarias urna das mais pemiciosa
e difundidas causando wm elevado niunero de mortes. A nivel mundial a malaria atinge de 200 a
400 milhdes de pessoas, matando a cada ano 2 a 3 milhdes de pessoas, sendo na maioria criangas
que quando infectadas perdem os anticorpos matemos ficando assim, desprotegidas. Além disso, a
doenga incapaciia outros mithares de pessoas que vivem nas areas endémicas (NUSSENZWEIG
and NUSSENZWEIG, 1985).

O Plastnodium parasita causador da malaria possut um complexo ciclo evolutivo. A fémea
do mosquito do género Anopheles é o Ymico mosquito que the serve como hospedeiro, no qual se
instala nas glandulas salivares deste mseto.

A transmissfo da malaria humana, conhecida também por "impatudismo”, "febre palustre”,
"sezAo” ou "maleita”, se da através da picada do mosquito do pénero Anopheles. No Brasil a
malaria é causada por trés espécies de protozoarios do género Plasmodium com diferentes ciclos
de reprodugiio (BRANDAO et al. 1991, REIS, 1992).

» Plasmodium vivax - responsavel peia febre tergi benigna, com ciclode 48 h;

o Plasmodium _falciparum - responsavel pela febre teroii maligna. E a forma mais grave da doenga,
pois causa a morte e apresenta um ciclo irregular de 36 2 48 by

» P malariae - responsavel pela febre quartd benigna, com ciclode 72 b

s P. ovale - existe somente na Affica e na Asia tropical, com ciclo de 48 h, causa tambeém a febre
tergd benigna.
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O ciclo biologico esquematizado na FIGURA 1 ocome em dois hospedeiros:

» Hospedeiro intermedisrio - ¢ ¢ homem e neste ciclo ocome a reproduciio assexuada do
Protozoario.
» Hospedeiro definitivo - ¢ o mosquito e neste ciclo ocorre a reproducfio sexuada.

Junio com a picada do mosquito, sio injetados na comente sanguinea da espécie atacada
mimisculos esporozotios. O animal atacado pode ser ou nfo ser susceptivel, pois, cada tipo de
Plasmodium necessita de um hospedeiro de espécie diferente. Assim, o parasita da malaria do
homem, das aves, dos roedores e dos macacos ndo sdo iguais entre si. (BRANDAO et al. 1991).

Como mostra a FIGURA 1, os esporozottos encontrm as células do figado, nas quais se
instalam semn provocar sintomas da doenca e se transformam em formas denominadas de
exoeritrociticas. No figado, cada uma destas formas de exceritrociticas produz milhares de
merozofios (parasitas) que, apos alguns dias, invadem a corrente sanguinea (NETO, 1993).

A partir dai, os parasitas invadem as hemaceas e convertem-se em trofozoitos. Estes por
sua vez crescemn denfro das hemdceas e convertern-se emn esquizontes que, rompendo suas células
hospedeiras, dfic ongem & novos merozoitos que VAo parasitar outras hemaceas. Alguns
merozoitos se transformam em gametécifos (masculinos e femnininos), formas que sio transferidas
pelo mosquito ao picar o individuo, infectande-o, iniciando assim um novo ciclo biolégico
(NUSSENZWEIG and NUSSENZWEIG, 1985).



FIGURA 1: O ciclo bioldgico da malaria

ANOPHELES
{MOSQUITO}

Fonte: NUSSENZWEIG and NUSSENZWEIG, 1985.




Em relacio as medidas adotadas pela bumanidade no controle e combate da malaria,
sabe-se que 1o Oriente os chineses e os vieinamitas tern utilizado milenarmente o "gmghaosu”, um
extrato produzido das folhas de Ariemisia ammua para combater a malaria e outras febres
(JOHNSON, 1993).

No Ocidente, um dos primeiros remédios naturais para o tratamento da malaria surgiu das
matas da América do sul. No século 17, os jesutias comegaram a usar na Furopa e na Affica, um
preparado que aprenderam com os indios sul-americanos extraido da casca de Cinchona. Este
extrafo continha quinina natural que passou a ser o tmico medicamento dispontvel na época para
combater a doenga, sendo que o reconhecimento pelos médicos de seu efeito curativo, permitiu a
rapida utilizacB80 deste remédio tanto na Affica como na Furopa (KLAYMAN, 1985;
RAMALHO, 1988; KLAYMAN, 1989).

Assimn, durante muitos séculos, o combate da malaria baseou-se unicamente na utilizagio
de remédios natumis extraidos de plantas, sendo que a industria farmac8utica comegou
intensamente a pesquisar no comego deste século um medicamento eficaz, que fosse produzido por
sintese quimica. A descoberta foi consepuida na década de 40, fortemente acelerada pelas
necessidades de protecio aos soldados na 2° guermma mundial. Para tamio, em 1943, o exéreito
americano introduziu pela primeira vez a cloroquina, droga produzida via siniética (COWLEY et
al. 1992).

As principais medidas de controle da malaria apos a 2° guerra mundial foram divididas em
duas grandes areas de combate. Em primeiro lugar, o tratamento quimioterapico dos pacienies com
medicamenios especificos tais como cloroquina, quininc e em segundo, a aplicagfio intensiva
miradomiciliar e ambiental de inseticidas residuais principaimentie DDT para combater o mosquito
(KLAYMAN, 1989, BRANDAO et a/.1991;, PEREIRA, 1993).

Contudo, apesar de todas essas medidas sanitanas, um dos principais problemas
enfrentado no controle e no tratamento da doenca ¢ a crescente resisténeia do pamasita aos
medicarnentos antimalaricos usuais e aos inseticidas (NETO, 1993).

Mais recentemente, em muitas pesquisas na 4rea da quimioterapia experimental tem-se
ufitizado medicamentos derivados da sinfese quimica e supreendentemente tem-se observado
fambém a refomada das pesquisas de produtos naturais com énfase na abordagem
etnofarmacologica (BRANDAOQ, et al. 1991)

Por outro lado, em 1979 a estrutura quimica do composto denominado arfemisinina foi
deierminada por cientistas chineses, apos o composto ter sido isolado em 1971 das folhas de
Artemisia anmua (KLAYMAN, 1985). Este composto tem a grande virfude de ser pouco téxico
quandoomnpamdocomoutrosmdwamentos quimicos e tem sido usado com sucesso no Brasil.



Nos estados de Ronddnia, Pard e no Mato Grosso vém sendo usados nestes tiltimos anos dois
tipos de medicamentos derivados da artemisinina, o artemeter e o arfesunato (PENA, 1991).

Eniretanto, devido a artemisinina ser insohivel em agua, tem-se estudado varias formas de
adoaninstragdo aos pacienies através de comprimido, ¢leo, suspensio em oleo e suspensfo aquosa
para conseguir um roaior efeito do composto. No tratamento da malénia, a adminisiracio de
artermsinina aos pacientes foi efetuada via injegfio intramuscular e a mapidez da agio de cada
formulagio do composto conira o P. vivax, mosirou que a ordem de eficacia foi: comprimido >
¢leo > suspensdo em dleo > suspensio aquosa (KRLAYMAN, 1985).

Na utilizagfio de arfeméter e artesunato, conseguiu-se recuperar pacientes em 40 homs,
diferindo sensivelmente dos remedios quimicos tradicionais cloroquina, sulfas e quinino, os quais
costumam surtir efeito em 98 horas. Além da demora em combater a doenga, os remédios
sintéticos convencionais enfrentam um outro problema - a resisténcia imunolégica do Plasmodium
a esses medicamentos. Assim, visando superar o problema da resistencia, o combate
quimioterapico da doenca ¢ combinado com transfisBes de sangue, 0 que causa Wmn risco aos
pacientes de contrair cutras doengas infeceiosas (PENA, 1991).

Por outro lado, as drogas chinesas extraidas de A. ammua apresentam uma importante
vaniagem adicional em relagdo aos medicamentos quimicos, j4 que também sfo eficazes nos casos
de remcidéncia da doenga. Em pesquisas ralizadas na China o arternéter e o artesunato provaram
que apenas 5%b dos pacientes tomaram a contrair a doenca, enquanto que no Brasil, utilizando
tratamento a base de quinina, cerca de 50% dos casos voltam a apresentar a doenga (PENA, 1991).

Na busca de medicamentos conira a maléria no Brasil, estio sendo desenvolvidas
importantes expeniéncias no Instituto de Medicina Tropical da Universidade Federal do Para,
empregando duas drogas, a mefloquina e o artesumato. Estas duas drogas, tanto associadas como
na forma isolada, tem apresentado 100% de eficiéncia no tratamento de pacientes de malaria no
municipic de Itaibuna em Belém-PA_ Esta cidade, que abriga um centro de garimpeiros ¢ um dos
municipios corn maior meidéncia da doenga na regido Amazdnica, regifio esta onde ocomre 99%
dos 600 mil casos de maléria registrados anualmente no pais (GONDIN, 1994).

Pesquisas semelhanies estdio sendo realizadas também em outros paises da Asia e da
Africa, que como se sabe, sfio lugares onde a doenga também apresenta alta incidéncia. Porém,
nestes paises 0o s¢ encontrou a mesma eficicia com o uso isolado das drogas (GONDIN, 1994).



3.13 A PROCURA DE MEDICAMENTOS ANTIMALARICOS NATURAIS

Numerosas pesquisas vém sendo realizadas nos érgéos de Satide de diferentes paises, para
estudar cutras plantas além da 4. @rma visando determinar os seus componentes ativos e avaliar
sua eficdcia terapéutica como antimalaricos.

Os trabalhos de BRANDAO et al.(1985), vém estudando a quirnioterapia experimental
antimalarica com extratos obtidos de varias plantas coletadas na regifio sudeste do Brasil. Como
também, vern sendo realizado um vasto levantamento botdnico bibliografico de espécies vegetais
brasileiras, que s#0 usadas pelas populac@es locais contra a malaria.

BRANDAO et al. (1985), pesquisaram um total de 148 diferentes espécies de plantas
brasileiras pertencentes a 33 familias. A maioria delas foi testada pa forma de extrato bruto,
aplicado expenmentalmente em camundongos inoculados com as formas eritrocitarias do
Plasmodium berghei. Na dose de 100 mg/Kg, todos os extratos se mostrarm inativos, inclusive o
da cerveja-de indio (Ampelozizyphus amazonicus Ducke, Rhamnaceae), vegetal muito utilizado
pelas populagGes da Amazdnia como poderoso antimalarico.

Entretanto, considerando-se que em geral os principios ativos das plantas ocorrem em
concentragbes extremamente baixas nos extratos brutos, segundo BRANDAO et al. (1985) &
M%Meauﬁlizagaodedmmaisehmdasnmmmﬁéﬁosemgaa{ Porém, para
que is50 ocotTa ¢ importante a determinacfio prévia da dose letal dos produtos, antes mesmo da
utilizagfo dos extratos nos testes antimalaricos ou anfiparasitarios.

Através do levantamento bibliografico realizado pelo Centro de Desenvolvimento e
Planejamento Regional-CEDEPLAR da Universidade Federal de Minas Gerais, junto & populagiio
do Para e da Rondonia, foi feita uma avaliagiio quimico-farmacologica de mumerosas planias que
as populagGes dessas regides atribuem propriedades antimalaricas. Neste levantamento, um total
de 42 espécies, distribuidas em 23 famnilias botdnicas, foram indicadas como uteis pam o
tratamento dessa doenga (BRANDAO et al. 1991).
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TABELA 1: Algumas epécies de plantas utilizadas popularmente no tratamento da malaria

Famiilia Espécie Nome popular
Apocinaceae Aspidospermum nitidum Benth Carapanatuba
Geissospermum sericeum Benth Quina
Bixaceae Bixa orellana 1. Urucum
Acanthiospermum australe (Lof) Carrapicho
Kuntze
Composta Artemisia sp Losna/Artemisia
Cucurbitaceae Momordica charantia L. Melio de S&o Caetano
CGentianaceae Tachia gidanensis Aubl. Caferana
Lecytidaceae Berthollethia excelsa Castanheira
Leguminosa Senma algta (1..) Roxb. Mata-pasto
Subfamilia Senma occidentalis (L) H Fedegoso
Caesalpinioideae
Nictaginaceae Boerhavia hirsuta Wiltt Pega-pinio
Rubiaceae Coutarea hexandra (Jacq.) Schum Quina-quina
Solanaceae Solamum sp Jurubeba

Fonte: BRANDAQ eral 1991,
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As amostras das plantas relacionadas na TABELA 2, foram coletadas visando a
preparacio de extratos brutos aquosos, os quais também foram testados como antimaléricos em
camundongos, infectados com P. berghei. Porém, dos 9 extratos testados, somente 2 tiveram
atividade antimalarica confirmada. Segundo, BRANDAO et al. (1991), estes resultados destaca a
importincia de uma abordagem etofarmacoldgica na pesquisa de novos anfimalaricos a partir de
produtos naturais.

TABELA 2: Espécies vegetais citadas popularnmente na Amazdnia como antimalaricas.

Espécie Parte usada {origem) Atividade antimalarica em
laboratério

Acanthosperum australe folhas, toda (nativa) Ativa

Aspidospermuem ritidum casca (nativa) Inativa
Berthollethia excelsa casca (pativa) Inativa
Boerhavia hirsuta toda (nativa) Inativa
Coutarea hexandra casca (nativa) Inativa
Geissospermzum sericeum casca (nativa) Inativa
Momordica charantia toda (nativa/cultivada) Inativa
Senna occidertalis raiz (pativa/cultivada) Inativa
Tachia guianensis casca (nativa) Ativa

Fonte: BRANDAQO et al. 1991

Entretanto, a procura de novos farmacos, também vem sendo pesquisada pela equipe do
professor Jairo Kenupp Bastos, da Faculdade de Ciéneias farmacéuticas-USP, no qual vem
trabalhando com extrato de folhas de Zanthoxyhum naranjillo (Matica de porca). Esta planta &
ongnana do Sul do pais, sendo que os pesquisadores ja conseguiram com a aplicaciio desse
extrato, eliminar 98% dos plasmédios em ensaios de laboratdrio (OLIVEIRA e STRATISS,
1993).
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3.14 A PROCURA DE NOVAS ARMAS PARA COMBATER A MALARIA

Os cientistas tanto no Brasil como no exterior, vém direcionando suas linhas de pesquisas
na procura de Novas ammas contra a malania (OLIVEIRA e STRAUSS, 1993). Esses cientistas
vém trabathando em 3 diregdes:

* Procuram desenvolver vims vacina eficaz contra a maléria;

* Formular medicamentos quirmcos e naturais eficazes;

» Encontrar inseticidas biologicos, inofensivos ao meio ambiente, porém que sejam eficientes no
combate ao Anopheles.

Em relagfio 4 estmatégia de combater ao mosquito Anopheles, os pesquisadores do
CENARGEM-EMBRAPA e da empresa Geratec de Cruz Alta, no Rio Grande do Sul, estdo
trabathando na produgdo de um bicinseticida, enjo principio é uma toxina produzida por uma
bacténia (Bacillus sphaericus), a qual mata as larvas dos mosquitos Culex. O CENARGEM
pesquisari essa mesma formula do bicinseticida no mosquito Anopheles.

Entretanto, a obtengfio de uma vacina confra a malaria tem sido um ideal almejado ha
bastante tempo, tanto por pesquisadores brasiletros em Nova York, Paris e outros Ceniros como
por todos aqueles que se deffonfam com endemias de proporgdes e efeitos tio devastadores
(NUSSENZWEIG and NUSSENZWEIG, 1985, OLIVEIRA e STRAUSS, 1993, BOUIDS,
1995).

Enire os diferenfes grupos de cientistas que trabalham nesta linha de pesquisa, o médico
eolombiano Manuel Patarroyo foi quem obteve os melhores resultados. A vacina por ele obtida tem
apreseniado bons resulfados em iestes realizados na Colombia e Venezuela. Porém esses
resultados ndo foram tdo bons quando a vacina foi empregada em regides de mais alta
endemmicidade (BOULOS, 1995).

Segundo a Organizaghio mundial da Satde, ha pelo menos ouiras 5 vacinas promissoras,
pronfas para festes em seres humanos e outras 20 em diferentes fases de estudo em laboratério
(ANONIMO, 1994),
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32 PRODUCAO invitro DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Os metabdlitos secundarios tem sido definidos no passade como compostos que niio
possuem fing#o conhectda em relagfio a mamitenciio dos processos fisiologicos nas plantas e em
ouiros orgamsmos. Estes composios sdo amplamenie produzidos pelos microorganismos, pelas
plantas superiores e tem despertado grande inferesse do ponto de vista de sua fungfio biologica,
como tambérn pelo seu potencial de aplicagfio como medicamentos (ROBERT et al. 1991)

Os ametabolitos secundérios, como sfio chamadas algumas das substincias produzidas
em pequenas quantidades e em condigBes especiais pelas plantas, constituemn a maioda dos |
principios ativos dos medicamentos (SHEPHERD, 1995),

Mais recentemente, a0 estudar as diversas estratégias de sobrevivéncia das plantas,
descobriu-se Que os metaboliios secundarios desempenham importantes fungées protetoras conira
predadores, facilitando a competiciio pelo habitat com outras plantas (CHEN et @/ 1990) e
atraindo polinizadores. Inclusive, acredita-se que talvez exergam uma fine#io de proteciio contra os
diferenies tipos de estresse soffido durante o ciclo de vida das plantas (LOYO-VARGAS, 1985
apud ROBER T et al. 1991).

Por outro lado, certas evidéncias mostram que os metabolitos secundarios encontram-se
na planta sob uma forte regulacio metabolica (REYES er al. 1985 apud ROBERT et al. 1991) e
que sua siniese iambem ¢ regulada por diversos fatores, tais como: huz (HAGIOMORI ef al.
1982b, OHLSSON et al. 1983, SPRING ef al 1986), fitorepuladores de crescirnentos
{(HAGIMORI e al. 1982a; OHL3SON, 1990), reiardantes de crescimenio e horménios
EUDAKASSERIL er al. 1987, WOERDENBAG et al. 1993,) e temperatura (DICOSMO and
TOWERS, 1984, ENDRESS, 1994). Isto sugere que de algum modo, os metabolitos secundarios
exercern uma funglio importante para superar qualquer tipo de estresse para que & espécic possa
sobreviver (RCOBERT er g/ 1991). Outros pesquisadores sugerem ainda, que os metabolitos
secundarios poderiam ser o produto final de um processo biossintético abemrante e/ou produios de
excregdo metabolica. Tais produtos se manfiveram ao longo da evolugio devido a um gene
especial para a sobrevivéncia da espécie (BELL, 1981, apud ROBERT etal 1991).

Até o micic deste século, quase fodos os medicamentos usados pelo homem eram
provenienies das plantas. Posteriommente, na década de 30 e 40 a sintese orginica substituiu as
planias como fonte de matéra prima para extracSio dos prncipios ativos, dando origem aos
chamados meclicamentos quimicos. Entretanto, ainda se observa que existem muiias dificuldades
no processo de sintese de principios ativos de uso farmacéutico, como por exemplo, das pirefrinas
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(inseticidas naturais), o qual tem desperiado novamente um grande inferesse nas planias como

fonte de procdhuatos naturais (ROBERT et gl. 1991).

Mesmo com os medicamentos quimicos, a fitoquimica continuou produzindoe compostos
importantes, fais como: glicosideos {digitoxina e digoxina), extraidos de Digitalis purpirea, os
quais sfo usados como cardiofdnicos; saponina estercidal (diosdening), exiraido da Doiscorea
compositae, que serve de base para a producéo de hormbnios, hormdnios esies que sio usados no
controle de natalidade ou ainda para sintetizar corticoides. Alcaldides derivados de planias como
vincoleucoblastina e vincristina compostos extraidos de Cataharanthus roseus, apresentam ainda
grande interesse centifico devido a sua atividade antitumoral como a leucemia infantil
(STAFFORDD, 1991; SHEPHERD, 1995).

Por outro lado, a utilizagdio das plantas como "farmécias vivas” também apresenta sérios
problemas que derivam do cultivo e da colhefia. O fato da principal obiencio destas plantas
continua a ser extrativista e sem controle, gera uma justificada preocupagiio em relagfo a extingio
das especies. Enire os diversos exemplos, podemos citar:

* Quinina - produto que se extrai da casca de Chinchona officinalis e C. ledgeriana
(STAFFORD, 1991). Para sua obtencfo s#0 necessérios 21 anos para que a planta alcance a
idade adequada. Assim, ha uma urgente necessidade de um programa de reflorestamento para
ndo ocorrer a extinglio da espécie (ROBERT ef ol 1991)

* Taxol - ¢ um diierpenc citotoxico micialmente isolado do caule de Taxus brevifolia Nutt.
(STAFFORI), 1992). Esta subsiincia ¢ um potente inibidor da replicagdio celular, blogqueando
as celulas na fase G2/M no ciclo celular (HOROWITZ et al. 1986, apud WICKREMESINHE
and ARTECA, 1993) e ¢ aliamente efetivo no tratamento de cincer ovariano e cincer mamario
{(STAFFORD, 1992; SHEFHERD, 1995). Assim, a utilizacfio da técnica de culfura de tecidos e
o uso do MC para o estudo da biossintese do taxol, pode acelerar sensivelmente o periodo de
reprodugdio da planta. Esta planta precisa no minimo 12 anos para adquirir condigdes
necessarias para ser imnsplantada no campo (BORMAN, 1991; STROBEL et al 1993;
WICKREMESINHE and ARTECA, 1993;).

Portanto, a biotecnologia constitai atualmente uma valiosa alternativa pama a produgfio de
compostos de uso farmacéutico, agricola ou ainda industrial. Esta alternativa, pode amenizar os
problemas de produglo comercial por métodos convencionais (sintese quimica ou a extracfo de
compostos), que podem resultar dificeis ou economicamente pouco vidveis Pode ainda, possibilitar
o aumento da produglio dos principios ativos nas plantas, através da manipulacfo das céhilas ou
ainda provocar de algum modo um tipe de esiresse seja este nutricional, hormonal ou ainda por
fatores como ternperatura, pH, huz e outros que influenciam na formagio desies principios ativos.
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De acordo com a definiciio de Grime (1981), esitresse em plantas ¢ um fendmeno
fisiolégico quie pode limitar a faxa de produgfo de matéria seca na planta ou parfes da vegetacéo.
Entre os tipos de estresse podemos citar aqueles causados por: deficiéneia de agua, luz, nutrigio
mireral e termperatura subdtima. Esta deficiéncia pode ser uma caracteristica propria do ambiente,
ou pode aincla ser induzida ou infensificada pela vegetag#o (DICOSMO and TOWERS, 1984).

Assim, este conceito poderia ser aplicado para a cultura de células de plantas, onde
existem muitos tipos de estresse, os quais podem reduzir a maiéria seca das culturas e até alterar o
metabolismo das células cultivadas em relagfio & produgfio de metabolitos. Este wltimo tipo de
estresse, normalimente resulta no "desligpamentio” da producio do metabolito secundario e sna
produgiio pode ser novamenie ativada através da manifestagio dos niveis de nuirienfes,
fitoreguladores vegetais, intensidade e qualidade da luz, temperatura, pH ou ainda pela propria
téenica de cultura de tecidos.

O interesse pela biossintese de metabolitos secundarios por cultura de tecidos de plantas
tem progredido no mundo inteiro nestes ultimos anos, devido basicamente 3 duas razdes. A
primeira ¢ que a técnica de cultura de tecidos pode ser aplicada em muitas espécies de plantas e a
segunda razfio se deve ac potencial de alguns sistemas de cultum pam a produgdo de
medicamentos imporianies. Estes sistemas podem agilizar allemativas comerciais na produgfio de
algumas drogas (STAFFORD, 1991).

A TABFLA 3 mostra alguns metabolitos secundanios poduzidos através da cultura de
tecidos, sendo que novos compostos nfio deteciados em plantas intactas, sic produzidos apenas
em cultura de céiulas (FIGURA 2).



TABELA 3: Alpuns exemplos de metabélitos secundéarios provenienies de cultura de tecidos.

Classe Quimica Produto Espévies
Afropina Atropa belladono
Cafeina Camellia sinesis
Alcalddes Codeina Papaver somniferum
Harmigioina Cephalotaxus harrigtonia
Papaverina Papaver somniferum
Colesterol LDhoscores deltoidea
Diosgenina Dioscores deltoidea
Estertides Stigmasterol Brassica napus
Sitosterol Artemisia absinthium
Panaxadiol Panax ginseng

Fonte: STAFFORD, 1991,
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FIGURA 2: Estruturas quimicas de alguns compostos produzidos somente por cultura de tecidos
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3.2.1 OTIMIZACAODE MEIOS DE CULTURA

Uma das principais dificuldades do cultivo in vifro de células vegetais pama a producio
de metabolito em escala dustrial ¢ o nitmo de crescimento lento das células, exigindo um longo
ternpo de culiivo para a produgdio da biomassa (ROBERT et al. 1991).

Por outro lado, nos sistemas moicrobianos, o crescimenic e a sintese de produtos
secundérios s#o processos mufuamente excluentes, sendo que algo similar parece acontecer ao
sistemna de cultivo de células vegetais, emn que a acumulago dos metabélitos ocorre duwrante a fase
estacionana. Este fenémeno foi observado em cultivos de Gallium molugo para a producio de
antraquinona {WILSON ef al. 1978).

Encpuanto que, em oufros culfivos, tais como em solandceas para a produgiio de
alcaloides iropanos um certo gran de desdiferenciacio das células toma-se um pré-requisito
importante (L INDSEY et al 1983 b). Um outro exemplo ocorre com o culiivo de Artemisia annua
L. onde tarbeém ¢ exigido uma diferenciagfio completa como pré-requisito para a producio de
artemisinina €/0u precursores deste metabolito (FULZELE et al 1991).

Contudo, sabe-se que certas condicBes mutricionais ou fisicas que restringem o
erescimento, podem intluenciar a sintese dos metabolitos secundarios (LINDSEY eral 1983 aeb;
FOWLER, 1983). Por isso, h4 a necessidade de definir a relagio entre a velocidade de produgfioc da
biomassa comn a acumulagio dos metabdlites. Alguns pesquisadores sugerem o cultivo etn duas
fases. A fase 1 - tena como obyetivo & manutenc3o do material vegetal {crescimento rapido),
enquante que 2 fase I visaria a produglic de produtos metabolitos, empregando diferentes tipos de
meios de cuttivos (ROBERT et al 1991).

STAFFORD et al. (1985), consideram que essa separaciio entre o crescimento € ©
actrnulo de maetabolitos, se deve as condigdes experimeniais empregadas com as células, que
encontram-se num mesmo estado fisiologico. Estes pesquisadores analisamm a produgio de
alcaldides em relagfo ao crescimento do cultivo de C. roseus provenienies de diferentes fases de
crescimento. (Quando cultivadas em condiges idénticas, observaram que em todas as etapas do
cultivo, a acurmulacio de serpertina era proporcional a acumulagiio de biomassa (ROBERT er al.
1001). |

Portanto, pode-se inferir que os fatores fisicos e quimicos que s3o constinzintes ou estdo
presentes no meio de cultive, atelan de alpuma forma a velocidade de crescimento e
consequeniemente a produgfio de metabolitos secundanos. Assim, a seguir sera abordado

vemente alguns desses fatores quimicos.
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322 EFEITC DOS NUTRIENTES NA PRODUCAQ DE METABOLITOS
SECUNDARIOS

Em geral, pelas mizes de plantas a absorgio de nutrientes do solo ¢ um fendémeno de
grande complexidade que depende de numerosos fatores como a concentraglio ¢ a forma quimica
dos nutrientes, da difusfo destes nutrientes e das taxas de absorgfio de 4gua e nutrienfes pelas
raizes. Da mesima forma que as folhas absorvem carbono a partir de baixa concentragéio de CO, na
atmosfera, as raizes devem absorver minerais essenciais fambém de baixa concentragio no solo
(SALISBURY and ROSS, 1992). O solo contitue um meio altamente complexo e heferogéneo,
onde & planta deve se adaptar rapidamente para crescer e se desenvolver As técnicas de cultura de
tecidos visam simular as condi¢Ses de cultivo no solo, sob condiges controladas de concentracio
de nutrientes, temperatura e iz (ASHER and EDWARDS, 1983).

Sabe-se que a concentragfio de mutrientes no meio de cultivo fem influéneia direta sobre a
velocidade de crescimento do matenial vegetal cultivado in vitro. Em geral concentragdes elevadas
de macronutrientes como nitrato, potassio, aménia e fosfato permitem e estimulam um crescimento
acelerado, enquanto que a auséncia destes limiia ou até defém o crescimento, estimulando ao
mesmo tempo o acimmule de metabodlitos (MANTELL and SMITH, 1983, ROBERT et al 1991).

Por outro lado, a qualidade dos mutrientes presentes no meio de cultivo exerce tambem
influéneia na produgiic de metabolitos especificos, por exemplo, en cultura de calos de Poraudaca
grandiflora o« crescimento das cehulas foi sustentado adequadamente pela composigfio do meio
MS. Porém, a composi¢io do meio Whife estimulou mais o acumulo de betacianing nesta espécie
(ENDRESE, 1994). Enquanto que, em cultivos de C'. roseus, onde diversos meios de culturas
podem sustentar adequadamente o crescimento das eélulas, somente na composicio do meio de
MS, ocorreu um maior acamule de serpentina (alcaléide) nas células em suspensfic (ZENK et al

1977 apud EINDRESS, 1994).

Os meios padrées de cultivo de tecidos apresentam come fonte de nitrogénio em sua
composico nutricional, as formas de nitrato e amdnia. Entretanto, algumas culturas de células de
plantas n#o podem folerar excessivos miveis de amdnia, presentes no meio de culfura,
principaimente o meio padriio MS (DICOSMO and TOWERS, 1984).

Podemos citar entre os diversos efeitos na producdo de metabolitos secundarios, a
influéncia da relagfio amdnia : nitrato, a redugio e/ou alteragfio dessa relagfio, ou ainda o uso de
nifraio como xica fonte de nitrogémio na siniese de fitoquimicos:



e produgiio alterada de ubiquinona em cultura em suspensdo de N, tabacum quando a relagiio
NH; : NOs foi alterada de 3:1 para 1:3 (IKEDA et al 1976 apud DICOSMO and TOWERS,

1984).

e o aumendo de quase 4 vezes do conteudo de cafeina em cultura de Camellia sinensis em
resposta & amdnia (ZIELKE and FILNER, 1971 apud DICOSMO and TOWERS, 1984).

» células de rosa cresceran em meio com uma Ynica fonte de nitrogénio (pitrato). Os niveis de
amidas e a massa fresca foram aunentados (BRADFORD, 1982).

Quando aumenta-se a concentragdio de fosfato, prolonga-se a fase longa e exponencial do
crescimento das células (MANTELL and SMITH, 1983). Em culturas de C. roseus estabelecidas
por MacCARTHY et al {1980), observaram que os aumentos dos.niveis de fosfaio e sacarose no
meio, prolongaram a fase lag e exponencial do crescimento das células e aumentaram quase o
dobro o renclirnento da massa seca. Em presenga de baixos niveis de fosfato ou ainda na auséncia
de fosfato no melo de cultura de calos de Pegarum harmala, estimularam a formagdo de
mefabolifos. porém hmitaramn o crescimento e a morfologia dos calos (NETTLESHIP and
SLAYTOR, 1974).

Segundo MANTELL and SMITH (1983}, a biossintese de nicotina em cultura de tabaco
esta associada com © esgolamento de fosfato no meio, bem como também ao esgolamento de
outros muirtentes como nitrato e sacarose. Os resultados mostraram que a reducfio dos niveis
iniciais de fosfato inorganico em 50% e 10%6 dos niveis padrdes (150 mg/T) induziram um aumenio
precoce da biossintese de nicotina nas células.

323 EFEITODOS FITOREGULADORES DE CRESCIMENTO NA
SINTESE DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Os fitoreguladores de crescimenio geralmenie induzem a formacdo de metabolitos in
vifro e in vivo. A concentragiio e a qualidade das auxinas presentes no inicio e dumante o
&smwiﬁmento do cultivo apresentaram um efeifo marcanie e vanado scbre o mefabolismo
primdrio e secundanio (ENDRESS, 1994; ROBERT ef al. 1991}, Tem-se verificado em diversos
experimentos que elevados nivels de metabolitos em cultivo de céhulas de plantas comcidem com a
diferenciaglio ou organogénese (FULZELE et al 1991).

Por essa razdo, muitos estudos sobre metabdlitos secundarios tém sido realizados em
cultivos de células de plantas, focando os efeitos da concentragéio € o tipo dos fiforeguladores de
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crescimento. Os efeitos da inducio ou inibigio por fitoreguladores ndo sdo wiformes, pode ser

vista na TABELA 4.

TABELA 4: Influéncia de alguns fitoreguladores de crescimento na biossintese de metabolitos
secundarios em diferentes tipos de cultura.

Material vegetal Metabaélito Aumento Inibicio
Secundirio

Digitalis lanata Digitoxina GA; -
Digitalis purgrurea Dhgitoxina ANA, AJA,24-D,BA -
Diqucus carota Flavonoides - GAs
Datura tatvla Alcaloides - KIN
Cinchona prubescens Alcalbides - 24-DHKIN, ATA
Papaver bracteatum Tebaina AlA 24-D, ANA
Papaver sommiferum Codeina 24D
Nicotiana tabacum Nicotina AlA KIN -
Portulaca grandiflora Betacianma GA;, KIN 2.4-D ANA
Catharanihies roseus Alcaldides AlA -

Fonte: MANTELL and SMITH, 1983; DICOSMO and TOWERS, 1984; ENDRESS. 1994
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33 DESCRICAODO MATERIAL VEGETAL

Arternisia annua L. (Asteraceae) da tribo Anthemidae ¢ nativa da Asia, mais
provavelmente da China. Ocorre naturalmente como parte da vegetagfo nativa na regifio
norte da China numa altitude entre 1.000 a 1.500 m sobre o nivel do mar. Cresce também
em forma nativa em diversos paises como a antiga Yugoslavia, Hungria (onde é cultivada
para obten¢#o de 6leo aromatico), na Bulgéaria, Roménia, Turquia, Argentina, Italia, Franca
e Espanha (FERREIRA, 1994).

Espécie herbacea, que varia entre 0,80 a 1,50 m de altura, ramos sulcados; folhas
simples alternas, com pontuagdes glandulosas e pélos esparsos em ambas as faces. Peciolo
em torno de 2,0 em de comprimento, limbo com cerca de 5,0 a 9,0 em de comprimento e 3,0
a 5,0 cm de largura; flores ordenadas em inflorescéncias axilares e terminais. As
inflorescéncias sio constituidas em racemo composto de capitulos, cada capitulo pedicelado
com cerca de 2,5 min de comprimenio, constituidos de § a 10 flores femininas radiais e 13 a
23 flores hermafroditas no disco.

O fruto tipo aquénio, acastanhado, com cerca de 1,0 mm de comprimento, floresce e
frutifica nos meses mais quentes do ano (FIGUEIRA, 1993).

Nas plantas da familia Asteraceae s#o comumenie encontrados os fricomas
glandulares contendo ferpenos e 6leos voldteis, tendo despertado grande interesse para os
estudos quinmiotaxondmicos (LIERSCH et al 1986; SPRING et al 1986, FERREJIRA,
1994).

No género Artemisia, os tricomas glandulares sfo os sitios de acumulag@o de
diversos produtos metabélitos secundarios (DUKE and PAUL, 1983), sendo que, em muitas
especies de Arfemisia biosintetizam monoterpenos, sesquitepenos lactdnicos, flavonoides e
cumarinas {KELSEY and SHAFIZADEH, 1980).

A. absinthium ¢ uma espécie que mesmo nfo possuindo tricomas glandulares nas
folhas cotiledonares, defende-se dos predadores através de uma estratégia baseada no
numero de aquénios produzidos por capitulos e a presenca de compostos fenolicos (pélos
tectores) nos primoérdios foliares (LIMA, 1983). Enquanto que, em 4. nova ¢ outras espécies
de Ariemisia. o sesquiterpeno lactdnico e alguns monoterpenos se concentram nos tricomas
glandulares na superficie das folhas, uma caracteristica altamente evoluida (Prof. Antdnio
Salatino, comunicacdo pessoal). Consequenternente, os animais herbivoros ao consumirem
as folhas rompem essa estrutura e, entfio, os metabolitos secundarios ficam expostos

provocando nestes animais efeitos fisiclogicos geralmente toxicos. Ou ainda, se as glindulas
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permanecerern intacias quando as folhas morem e ao cair na superficie do solo podem
promover um. ambiente fitotoxico para a germinagdo das plantulas (KELSEY and
SHAFIZADEH, 1980).

CHEN and LEATHER (1990), relataram que artemisinina pode ser um fiiotoxico néo
somente para plantas terrestre, mas também possui um efeito inibitério gignificante contra
plantas aquaticas como Lemna minor e L. oscura. Além disso, o acido artemisininico e
artenuina-B estimularam a formacfio de raizes em plantas de feijéo.

3.3.1 CULTURA DE A. annua IN VITRO

Arternisinina, um sesquiterpeno lactdnico, isolado da planta medicinal Artemisia
anmua L., ¢ um potente composto antimalarico (ACTON and KLAYMAN, 1985,
DELABYS et al. 1992).

Devido a sen potencial como medicamento, tem despertado grande inferesse nos
aliimos anos © cultivo in vitro de células de plamtas para a produgdio deste composio

Diversos pesquisadores (KOTHARI and CHANDRA, 1986; NAIR et al. 1986,
SUMITA et al 1988, BENJAMIN ef al 1990, ELHAG et al 1991; LE and COLLET,
1991: WHIPKEY ef al 1992, PANIEGO and GIULIETTI, 1994) vém tentando estabelecer
protocolos para a cultura de células e a micropropagacdo de A. annua ou outras espécies de
Artemisia, sendo que através da técnica in vitro bem dominada, pode-se selecionar clones,
linhagens de células e aplicar as pesquisas bioquimicas e biotecnologicas.

A concentracio media de artemisinina em plantas originaria da Europa varia de 0.03
para 0.22% (massa seca de folhas) porém, clones de origem chinesa pode alcancar até 1.1%.
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Trabalhos cle penética classica de cruzamentos tem sido realizados com plantas de 4. arnnua,
utilizando-se clones provenientes da China com pélem proveniente de plantas originarias da
Tialia, Tugoslavia e Espanha. Os hibridos assim obiidos e cultivados pa Suiga produziram por
volta de 0.64%, 0.73% ¢ 0.95% de ariemisinina, respectivamente conforme a origem do
polem (DEL.ABYS et al. 1993},

Por outro lado, trabalhos tém sido realizados tanto com A. annua como Tanacetum
parthenium (Asteraceae), ambas plantas medicinais, apresentam uma rica e variada gama de
terpendides. BROWN (1992), estabeleceu o cultivo i1 vitro de ambas espécies capazes de
acumular principios ativos, os sesquiterpenos. Embora a cultura dessas duas espécies tenha
sido oblida sob uma variagio hormonal e de regimes de foloperiodo, os resultados iniciais de
presenca de artemisinina nfio foram satisfatérios. Entretanto, o mesmo autor observou a
produgdo de isofraxidina (cumarina) para 7. parthenium, enquanto que para A. anmua, houve
a produgiio de derivados de acidos graxos e a presenga de escopoletina.

Embora a sintese deste composto sesquiterpeno lactdnico seja possivel, ele ocorre em
baixissimo rendimento, o que torna a metodologia quimica impraticivel. Somente sua
exiragdo a partir de plantulas de 4. grnua cultivadas, parece ser economicamente possivel
{DELABAYS, 1992).

Dewvido a variagéo do teor de arfemisinina em plantas de diferentes procedéncias e
como a sintese quimica deste composio ainda nfio ¢ economicamente viavel, procura-se
agora direcionar as perspectivas para a selego de linhagens de 4. anrmua que apresentemn um
teor mais elevade de artemisinina (BRANDAGQO et al 1985; LIERSCH ef al. 1986 SINGH
etal 1983, FULZELE et al 1991; PRAS et al 1991; ELHAG et al. 1992).

Consequentemente, mesmo que varios grupos de pesquisadores tenham diversificado
suas linhas de pesquisas, todas estas levam a um objetivo comum, que ¢ a procura pelo
aumento do teor do metabolito de interesse através de aplicagdes de fitoreguladores de
crescimento; de nuirienies no meio de cultura ou ainda pela utilizacio da técnica do culiivo
de células em suspensic (WHIPKEY et ol 1992, WOERDENBAG et al 1993
GIULIETTI, 1994).

A artemisinina ¢ um composto derivado do acido mevalénico via caminho do
1sopreno. Fitoreguladores de crescimento que exercem seu efeito ao nivel do metabolismo da
giberelina podem influenciar na produgiio de artemisinina na planta (ALKILA et al. 1987).

Contudo, a compreensfo do modo de agiio dos fitoreguladores de crescimento ¢
himitada. Alguns pesquisadores sugerem que os retardantes de crescimento fais como fosfon
D (WHIPKEY et al 1992) e o cloreto de 2-clotiltrimetilamé6nio (LIERSCH ef al. 1986,
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RADEMACHER, 1991) inferagem na biossintese do acido giberélico, aumeniando a
formacio de terpenos, como por exemplo regulando no aumenio do conteudo de dleo
essencial exn Mentha piperita (EL-KELTAWI and CROTEAU, 1986).

Em outra abordagem, LIERSCH et al (1986), propuseram-se verificar se o numero
de tricomas glandulares poderia ser um marcador morfoldgico comrelacionado com as
mudangas no rendimento de arternisimina. Outra abordagem seria se certos retardantes de
crescimento como CCC e daminozide, afeiariam o meiabolismo secundario.

O CCC mostrou ser capaz de aumentar o teor de artemisinina para 30% ou até mais
e relagiio as plantas nfo tratadas com este retardante de crescimento.

Sabe-se que vanos fatores podem influenciar a producio e o teor de principios ativos
na planta, como por exemplo as condigBes chimaticas, estadio de desenvolvimento da planta
e a procedéncia desta plania. O efeito da temperatura no acumulo de artemisinina foram
estudados por SHUKLA er al. 1992, Quanto ao estAdio de desenvolvimento da planta e a
procedéncia, Os pesquisadores tem constatado variagGes no teor de artemisinina, chegando a
encontrar wimna variagiio de 0.1 a 0.9% (SINGH ez e/ 1988; LIERSCH et al. 1986). Pequenos
tragos deste metabolito (0.08%) foram encontrados em espécies como A. apigcea de
procedéncia da China, porém em 4. spee (Kilimanjaro) e 4. capilares (China ¢ Japio) nio
foi detectada a presenca deste metabodlito.

Seguindo ainda nesta linha de pesquisa, a aplicagio por pulverizagdo com
friacontanol (iria) nas concentragBes de 1,0 a 1,5 mg/1 produziram um efetfo positivo e
estatisticamente significativo no teor de artermisinia, bem como na altura da planta e no
rendimento foliar, Portanto, o efeito do Tria na producéo de arfemisinina parece ser mediada
atraveés de seu efeito no crescimento da planta. Enquanto que, com a pulverizagio de CCC
(1000 e 1500 mgT) obsevou-se também um aumenio no teor de arfemisinina, porém
constatou-se um decréssimo na altura da planta e wn aumento no rendimento foliar em
concentragtes elevadas de CCC. SHUKLA ef al. (1992), observaram também que o CCC

aumentou o nivel de ABA e reduziu o GA;.

3.3.2 ARTEMISININA E QUTROS COMPOSTOS DO GENERO Artemisia

O género Artemisia, compreende mais de 100 espécies (BRUCE-CHWATT, 1982
apud WOERIDENBAG et al. 1990). Algumas espécies sfio caracterizadas pela ocorréncia de

eudesmanolide e guaianohde altamente oxigenadas {lactonas sesquiterpénicas), enquanto
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que outras contém principalmente cumarinas ou sesamina tipo liganas (HUNECK er al
1986).

Outras lactonas sesquiterpénicas da 4. ammua, relacionadas com artemisinina
(ZAMAN and SHARMA, 1991), sfio a artenuina-B, artenuina-C, artemisiieno e o
sesquiterpeno, 4cido artemisininico (FIGURA 3). Terpenos citotéxicos e flavondides, os
quats foram testados in vitro em células tumorais de humanos, s3o encontrados na 4. armua,
como estigmasterol, fiedelina (triterpeno), artemetina, quarcetagetina (ZHENG, 1994).

Por outro lado, o grande nimero de espécies do género Arfemisia, tem sido o objetivo
de numerosos estudos quimicos. Das partes dereas de 4. feddei (crescidas na China), onde
isolou-se J-sitosterol, escopoletina, herniarina a partir da qual foi sintetizado um acelerador
de crescimento das raizes de alface (TAM, JIA and ZHAQ, 1992). Em espécies Iranianas
como 4. turcomanica Gand, foram encontrados 6leo essencial, sendo que em 4. deserte
Krash isolou-se ergosterol, flavondides como hispidulina, jaceosidina e eupalitina e
monoterpenos como cinfora, borneol e piperitona (MARCO et al. 1993).

O 6leo essencial de 4. anmua tem pouco valor em perfumaria e farmacia e apresenta
atividade antifungicida. Em cultivos de 4 anmua no Vietnam, fiveram o maximo de
conteudo de Oleo logo antes do florescimento e a composiglo desie oleo foi de 55%
monoterpenos e 45% de sesquiterpenos (WOERDENBAG ef af 1994).

O conteude de artermsining vania de acordo com o diferente estagio de
desenvolvimento da plania, ¢ a procedéncia da mesma (WOERDENBAG et al 1990). Com
a perda das folhas em funciio do estagio avangado de crescimento, a parte inferior da planta
apresenta um conteudo inferior de arternisinina (LIRSCH et al 1986; SINGH et al. 1988).
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FIGURA 3 : Estruturas quimicas de substancias isoladas de Artemisia annua.
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Fonte: ZAMAN and SHARMA (1991).
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3.33 BIOSSINTESES DOS TERPENOS

O termo ierpendide compreende uma enorme variedade de substincias vegetais, o
que indica que estas substancias s#io associadas por apresentarem uma origern biossintética
comuni. Assim, todos os terpendides esidio baseados na molécula de isopreno (CHz =
C(CHs) - CH = CHy) e sfo constituidos por Z ou mais unidades de 5 carbonos (HARBONE,
1973).

Quanio a classificagdo, os terpendides podem ser classificados de acordo com o
mimero de carbonos (TABELA 5).

Entre os terpendides, alguns isoprendides sdo considerados como metabodlitos
primarios, tais como os esterdides, carotentides, reguladores de crescimento e quinonas.
Outros ainda, sfo considerados como metabdlitos secundarios inclusindo nestes os
monoterpenos, sesquiferpenos ¢ diferpenos que realizam uma importante funclo interativa
entre a planta e seu meio ambiente (CHAPPELL, 1995).

A biossintese dos terpenos comega com acetil CoA, a qual combina-se com uma
segunda unidade de aceiil CoA dando origem aceto acetil CoA. Uma terceira molécula de
acetil CoA ¢é adicionada produzindo por hidrogenagio o 4cido mevalbnico (MVA), por meio
de NADPH + H' com liberacéio da CoA.

O acido mevaldnico, que fol descoberfo como um fator de crescimentc para
MICTOOTganisImo, € um importante intermedidrio. O isoprenc ativo, islopentenﬂ pirofosfato
(IPP) ¢ derivado desie acido através de descarboxilagfio, desidratacéo e fosforiliagdo com
ATP (HESS ef al. 1975, WOERDENBAG et al. 1990).

O IPP existe em equiibrio com seu isSmero dimetil alil pirofosfato (DMFP). Esie
gltimo composto é o precursor sem © qual a biossintese dos terpendides ndc podem iniciar-
se. Isto, se deve a que somente o dimetil alil pirofosfato pode se unir para formar a cadeia
aberta de monolerpeno, geranil pirofosfato, sendo liberado assim, o pirofosfato (FIGURA 4).
QOutras cadeias abertas e monoterpenos ciclicos podem ser formados a partir deste composio.

Assim, duranie a biossintese de terpendides sio necessarnos o fornecimento de acetil
CoA, ATP e NADPH. Estes provavelmente provém do metabolismo de agicares através da
glicose e da via da pentose.

Os sesguiferpenos sfo constituidos por 3 unidades de isoprenc e podem ser
classificados como no caso dos monoterpenos de acordo com seu esqueleto de carbono

basico. Os mais comuns sfo os aciclicos, monociclicos ou biciclicos, porém dentro de cada
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grupo ba mauitos compostos diferentes, sendo que uma estimativa recentemente caleula em
1000 sesquiterpenos correspondentes a 100 esqueletos de carbono tipicos.

Por ouio lado, as lactonas sesquiterpénicas possuem uma ampla distribuicsio nas
Asteraceae. Estas lactonas sesquiterpénicas apresentam eventualmente sabores amargos e
pungentes e as vezes até propriedades alergénicas. Em geral, lactonas sesquiterpénicas sfio
particularmente capazes de promover a defesa contra os insetos herbivoros e sfio conhecidos
por exibir atividade biolégica como atividade citotéxica, antitumorais e antibioticas, atuam
como fitotoxinas ou como toxinas para animais e contra insetos (SLONE and KELSEY,
1985 apud DUKE and PAUL, 1993).Todavia, podem provocar alergias ou dermatites em
pessoas, sendo que estas Gliimas propriedades séio menos conhecidas (ZHENG, 1994).
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FIGURA 4 : Biossintese dos terpenos
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TABELA S: Classificagio dos terpendides
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N¢° de unidades de isoprenos  Classificacfio

e N° de carbonos

Tipos e acarréncias

1 (Cs) 1sopreno

detectados em folhas de Hamamelis
Japonica, 6lec essencia em Mentha e

Eupealipto

-2

(Cio) monoterpenoides

monoterpenos em oleo essencial, himoneno

em Cifrus sp, ¢ pinene em Pinus sp

3 (Cis) sesquiterpendides

sesquiterpeno em oleo esencial,
sesquiterpeno lactona (comum em

Asteraceae), dcido abscisico

4 (Coo) r:iiter_penf)ides

acidos diterpenos em resina de planta
giberelinas (4cido giberélico)

6  {Csol triterpendides

Esterol (sitosterol, stigmasterol}
triterpenos (f-aminina - plantulas de
feijfio, resina e latex)

sapornas {yamogenina)

glicosideos cardiacos (D). lanata e D.
purpurea, planias da familia Apocinaceas

e Mordceas)

B (Can) tetraterpendides

carotendides (licopeno - tomate,
flavoxaniing - pélala de flor, violaxaniina -

Viala spp, B-caroteno)

o {(Cq) poiisoprenc

borracha (Hevea brasiliensis)

Fonte; GOODWIN and MECER, 1872; DOMINGUES, 1973; HARBONE, 1973)
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3.3.4 CAMINHO BIOSSINTETICO DA ARTEMISININA

A biossintese dos sesquiterpenos (FIGURA 5) tem como precursor o fanesil
difosfato (FPP), o qual ¢ sintetizado pelo acido mevaldnico difosfato via isopentenil difosfato
(IPP) e geranil difosfato - GPP (ALKTLA et al 1987;WOERDENBAG et al. 1990).

Por outre lado, o fanesil difosfato pode ser ciclizado dando origem ac cardinano
(FIGURA 5). Este por sua vez, sofre uma oxidagio havendo assim, a formagéio do acido
artemisininico, sendo este composto wmn intermedidrio para o caminho biossintético da
arfernisinina {(ROTH and ACTON, 1989).

O 4cido artemusininico isolado de folhas de 4. ammua pode ser convertido para
artenuina-B através das reagSes de epoxidacgfio, deoxigenaciio e lactonizagio (FL-FERALY
et al. 1986, SANGWAN et al. 1993). Por sua vez, a partir deste precursor, artenuina-B,
artemisinina pode ser formada (ALKILA et al 1987). Porém, ACTON and KLAYMAN
(1985), observaram a presenga do artemisiteno que ¢ uma nova lactona sesquiterpénica, a
qual também participa no eaminho biossintético da artemisinina. Além disso, em pesquisas
com extratos de 4. annua, ACTON and KLAYMAN observaram que a taxa de artemisiteno
e artemisinina foi 1:10 no comego do crescimento, randando mais tarde para 1:1, quando as

flores se desenvolveram.
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FIGURA S : Biossintese dos sesquiterpenos e artemisinina em particular
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4. MATERIAIS E METODOS

41 ORIGEM DO MATERIAL VEGETAL

Material vegetal : Serentes de Artemisia anmua L. provenientes de planias cultivadas e
selecionadas no campo do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimnicas, Biologicas ¢ Agricolas
CPQBA/UNICAMP. As plantas foram selecionadas em relagdo ao fendtipo (plania em roseta), em
funclio de sua maior produgfio de biomassa e de arternisinina,

Também foram utilizadas sementes de 4. amma 1. provenienies do campo da Estagio
Federal de Pesquisas Agronémicas de Changins, Conthey (Suiga). Estas sementes sdo
provenientes de plantas hibridas, onde houve o cruzamenio de clone de origem chines com polem
de planias provenientes da antiga Yugoslavia, As plantas originadas desse cruzamento, sob
condipdes cHIBAﬁcasdaSm%cmcemmaisdezmdeaIHHanocampoeameseniamm
rendimento de folhias secas de aproximadamente 4 ioneladas/ha com um teor de artemisinina por
volta de 0.8% (Dr. Delabays, comumicago pessoal).

42 OBTENCAODE PLANTULAS ASSEPTICAS A PARTIR DE SEMENTES

Plantulas assépticas foram obtidas a partir de sementes esterilizadas seguindo o tratamento
abaixo, sob condigdes de capela de fluxo laminar-
a) Esterilizacdo superficial das semenies em solucio de 1% de fungicida Benomyl {Bentiate)
por 10 mumitos;
b} Imersfio por 20 segundos em alcool 709%%;
¢} esterilizagfio com hipoclorito de sodio {paj 1% por 12 mimitos ¢
d} Lavagern por 4 vezes eom agua destilada e autoclavada,

Apos esse procedinento de esterilizagio as sememies foram oculadas em frascos
contendo meio nuintivo de Murashige & Skoog (J\iS}. Os frascos ficaram dispostos nas prateleiras
na sala de cultivo, sob fotoperiodo de 16 horas de hiza 25 + 1°C.
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431 BROTOS AXENICOS

Sementes de planias de 4. anmua do CPQBA/UNICAMP foram gerrninadas in vitro em
meio de coraposigio de MS. Os brotos axénicos foram coletados de plantas jovens, cultivadas por

3 rneses,

432 PLANTULAS

Sementes provenientes da Suiga foram germinadas in vitro em meio nufritivo de
composicio de MS. Apbs 2 passagens neste mesmo meio nutritivo plantulas com 3 meses de
idade foram utilizadas como explanies.

44 MEIOSDE CULTURA

44,1 CULTURADE BRCTOS

Brotos axénicos foram cultivados em tubos de fumdo chato (8,4 i de altura € 2,1 cm de
difimetro) contendo 6 mi de meio liquido sob ponte de papel filiro. As concentracdes da interacio
dos macronutrientes do meio MS com as concentragdes do acido giberélico (GAs) foram 100, 50,
25. e 0%; 20, 10, 5 e 0, respectivamente. Todos os demais componenies do meio utilizado foram
mantido nas mmesmas concentracSes do meio MS original, com exceqfio da sacarose cuja
concentragio foi diminuida para 5S¢/l O pH do meio de cultivo foi ajustado antes da autoclavagem
para 5.8. O GAs foi esterilizado ao ser adicionado no meio de cultura com auxilio de membrana
Milipore (0.22 pm).
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442 CULTIVO invitre E PRODUCAO DE ARTEMISININA

Visando otimizar tanto o cultivo i vitro de A annua como a produgio de arterpisinina a
metodologia emprepada desta fase teve o objetivo de se verificar a interagfio das melhores
combinagtes dos fitoreguladores de crescimento com a composiciio nutricional de trés meios de
cultura (TABELA 6).

Em todos os experimentos as plintulas foram cultivadas em frascos (14,3 cm de altura e
5,7 em de diAmetro) contendo 50 ml de meio liquido. Os tratamentos adotados consistiram na
interagfio da composigio muintiva dos meios de cultura (MS, Gamborg - Bse White - W) com GA,
(0 e 10mp/1 ) e GA3 eombinado com ATA (10mp/i e 0,1mg/), respectivamente.

44.21 CULTIVOQinvitre EM MEIO WHITE. ACRESCIDO DO
RETARDANTE DE CRESCIMENTO (CCC)
Nivels menores de fosfato e nitrato da concentracfo original de White, em presencga de

CCC foram testados para o cultivo in vitro de 4. amrua, visando obter uma melhor produgdo de
artemisinina. As plantas jovens foram cultivadas por 28 dias.

45 CONDICAQDE CULTIVO
As condigSes de cultivos de fodos os experimentos foram um fofoperiodo de 16 homs de
luza25+ 1°C.
46 CARACTERISTICAS AVALIADAS
Mediu-se tanto a altura dos brotos de A armwa apds 14 dias como das plantulas aos 14 e

28 dias de cultivo. Caracteristicas avaliadas foram: nimero de broto por plantula, massa fresca e
massa seca, tanto da parte aérea como da raiz.
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47 EXTRACAOEDETERMINACAO DE ARTEMISININA

As amostras do material vegetal {parte aérea e as raizes) foram secas em estufa 4 30° =

1° C por 48 horas. Apds a secagem, realizou-se a extragfio por maceraco com tolueno
(2ml/100mg; de massa seca) por 2 minutos (FIGUEIRA, 1995). Obteve-se assim o extrato bruto.

471  CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

O extrato bruto foi recolhido em frasco com pipeta Pasteur. A seguir, fizeram-se as
aplicagBes comm seringa em cromatoplaca de silicagel 60 F254 (Merck).

Emtodasaswnidasospadrﬁmdeaﬂ@sﬁﬁnaeécidcaﬁemisiﬂﬁcosemefmm
inchaidos. O sistema de solventes consistiu de 98,5% diclorometano : 1.5% metanol ). As
cromatoplacas apés a comida, foram secas e mergulhadas na mistura reveladora (50 ml de acido
acético glacial, 1,0 ml de 4cido sulfirico concentrado e 0,5 ml de anisaldeido) por 10 segundos;
seguido de aquecimento (FIGUEIRA, 1995).

Apbs a revelaglio 4 quente observa-se que o padriio de artemnisinina apresenta coloragiio
amarelo no inicic passando a rosa-lilds ap6s o esfriamento, enquanto que o padrio de 4cido
arlemisininico apresenta uma coloraghio cinza-azulado. A deferminagfio de arterinisinina ¢ do
acido artemistrxinico foi realizada através da comparagio visual entre as manchas dos padrdes e as
manchas das arnosiras na cromaioplaca.

48 ANALISE ESTATISTICA

Todos os expenmentos tiveram 3 repetigdes para cada tratamento. Os dados foram
submetidos a uma analise de varidneia, quando F foi significativo as médias foram comparadas
pelo Tesie de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (CENTENO, 1982; BAUER, 1960). O
delineamento experimental foi casualizado. Para tanto, usou-se o sitema de andlise estatistico para
microcomputador - SANEST para a analise dos dados (ZONTA & MACHADO, 1992).
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TABELA 6: Composigdo modificada dos meios de Murashige & Skoog (MS), Gamborg et ai
(Bs) e White (W).
TABELA 6.1: Composigic dos macromutrientes e micronuirientes

Sais Meio MS (mg/I)* Meio Bs(mg/l)’ Meio W (mg/T)°
Macromutrientes
Ca{NOz). 4H,0 - - 300
NHNO; 1650 - .
(NH4)2S0, - 134 -
KNO3 1900 2500 80
CaCl. 2H,0 440 150 -
MgS04. 7TH;O 370 250 720
KH-PO, 170 - -
KC1 - - 65
NazSOy - - 200
NaFH,PO4. H;O - 150 19
Micromitrientes
MnSO,. 4H:0 223 - 6.65
MnSOQs4. H:O - 10 -
ZnS04. THO 86 20 267
H:BO: 6.2 30 , 1.5
K1 0.83 0.75 075
Na:MoOs. 2ZH,0 0.25 0.25 -
CuSO4. 5H0 0.025 0.025 0.01
CoCly. 6H,0 0.025 0.025 -
HaMoO: - - 0.001
FeEDTA *
Na; EDTA. 2H,0 37.3 37.3 37
FeSO,. 7H,O 278 278 278

Fonte: “MURASHIGE & SKOOG (1962); * GAMBORG et al (1968) apud CALDAS et al.

1990; © WHITE(1943), com modificagdes de YEOMAN et al (1977) € SINGH eral. (1981) apud
MROGINSKT and ROCA (1991).

* concentracio padronizada para os experimentos.
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Tabela 6.2: Composigio orginica

Orgéinicos Meio MS (mg/I)* Meio Bsimg/l)" Meio White (mg/l)°
Glicina 20 - 30
Ac. nicotinico 0.5 1.0 0.5
Pindoxina . HCI 0.5 10 0.1
Tiamina . HC1 0.1 10 0.1
Mic-inositol 100 100 100

Sacarose 20.000 30.000 20.000

pH * 58 58 58

Fonte: * MURASHIGE & SKOOG (1962); * GAMBORG et al. {1968) apud CALDAS et al.
1990, © WHITE(1943), com modificagBes de YEOMAN et al {1977) e SINGH et al. (1981) apud
MROGINSKI and ROCA (1991).

* pH padronizado para os experimentos.



TABEIAG.S:Cmcemmgﬁodeim}snosnwiosMS,BjeW

fons Meio MS (mg/l) Meio Bs (mg/l) Meia W (mg/l)
N-NOs3 55167 346.15 46.63
N-NH. 288.60 1825 -
N total 840.27 364.40 46.63
P 3872 29 80 3.77
K 781.76 S64.46 65.03
Ca 11971 40 81 50.81
Mg 36.02 24,34 71.04
Cl 208.56 71.48 30.51
Fe 5.59 5.59 5.59
5 55,36 70.22 14471
B 110 0.53 0.26
Mn 549 3.25 1.64
Zn 1.94 0.45 0.58
Cu 0.0063 0.060 0.0025
Mo 0.099 Q.19 G.00005
I 0.63 0.57 (.57
Co 0.006 0.06 -
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5. RESULTADOSE DISCUSSAQ

51 CULTURADE BROTOS

Neste experimento uiilizou-se sementes de 4. amma pam a obtengio de brotos
(FIGURA 6b), sendo estas sementes provenientes de plantas (em roseta) cultivadas e selecionadas
no CPQBA/UNICAMP (FIGURA 6a). Este material vegetal foi selecionado de acordo com sen
fenéiipo e por apresentar maior bicmassa e elevados teores de artemisinina.

Os dados (TABELA 7) mostraram que o crescimento dos brofos é um fendmeno
mfluenciado pela concentragio dos macronutrientes do meio Murashige & Skoog (MS) e pela
concentragio do GAs. A combinagio da diluigio de 50% da concentragfio original dos
macronutnientes acrescidos de GA; (10 mg/l) apresentou um 6timo estimulo ao crescimento dos
brotos de 4. arzua. O mesmo resultado positivo foi obtido com a combinagio da dilvicfio de 25%
dos macronutrientes com 5 mg/l de GAs.

A diminuigdo da conceniragiic dos macromutrientes do meio MS npdo afetou
drasticamente © crescimento dos brotos in vifro. Mesmo sem a presenca dos macronuirientes os
brotos apresentaram valores de crescimento relativamente altos, provavelmente devido a utilizagfio
das reservas nuincionais da propria plintula. Estes valores foram marcantes quando houve a
adicio de GAs (10 mg/l) para um cultivo de 14 dias.

No crescimento avaliado tanto pelo'massa fresca (TABELA 8} como a incorporagsio de
matéria orgAnica avaliada pela massa seca (TABELA 9), o melhor resultado foi a combinagfio de
50% dos macronutrientes com 10 mg/l de GAs. Houve concordineia de resuliados em relacdio a
altura dos brotos (TABELA 7).

Estes resultados confirmam os dados obtidos por WOERDENBAG ef o/ {1993), nos
quais o cultivo mais eficiente de A4 amrua in vitro se deu com os macronutrientes do meio MS
reduzidos & metade. Resultado semelhante foi obtido também por SHEPHERD (1992).

Concomitantemente 4 avaliagio do crescimento dos brotos, foi determinada a presenca
de artemisimina nestes brotos. A presenga de artemisinina nfo foi detectada, devido provavelmente
a um destes fatores atnando isoladamente ou em conjunto:

1) procedéncia do material vegetal; 2) estado fisiologico dos brotos; 3) auséncia de maizes.

De acordo com FULZELE et al. (1991), a sintese de ariemisinina requer a completa

diferenciacio até com as raizes das pliniulas em cultura de brotos de 4. @,
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(o campo), selecionado e cultivado no

vivo

in

: a) Mailerial vegetal

FIGURA 6

mne10

CPQBA/UNICAMP. b) Aspecto do cultivo in vifro por 14 dias dos brotos de 4. armug em

Murashige & Skoog.
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TABELA 7: Efeito da concentragio dos macronutrientes do meio MS e da concentracio de GA;

avaliada através da altura (cm) dos brotos de 4. arrmea. Avaliagiio apds 14 dias de cultivo.

Concentrac#io dos Concentracio de GA; (mg/)
macromtrientes
do meio VIS 6 5 10 20 DMS
100%2% 0.22 0.62 0.34 0.61 NS
50%% 041b 0% a 1102 0.65 ab 0.54
25% 0.67 ab 085a 0.52 ab 038b 0.39
0% 0.64 0.60 0.77 0.52 NS

Meédias seguidas por letras distintas diferam entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.

NS - valor de F nio significativo
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TABELA 8: Efeito da concentragido dos macronutrientes do meio MS e da conceniragiio de GA;
em relacfio a 1assa fresca dos brotos de 4. arrma. Avaliacio apds 14 dias de cultivo.

Concentrac@io dos Caoncentraciio de GA; (mg/
macronutrientes
do meio MS 0 5 10 20 DMS
100846 0.16b 030a 0.24 ab 023 ab 0.10
50%0 23 0.23 037 0.21 NS
25% 0.26 0.35 0.24 0.15 NS
0% 22 0.19 627 035 N8

Médias seguidas por letras distintas diferam entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.

NS ~valor de F nflo significativo
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TABELA 9: EfeitodammenﬁapﬁodosmmmﬁieaﬂesdomioMSedaomcenhagﬁodeGAg
e relagio a massa seca dos brotos de 4. anmua. Avaliaciio apos 14 dias de cultivo.

Cancentracdio dos Concentracio de GA;3 (mg/])
macronutrientes
do meio VIS 0 5 10 20
100%% 0.030 0.042 0.043 0.042
50% 0.037 0.035 0.053 0.032
25% 0.043 0.042 0.033 0.025
0% 0.036 0.028 0.040 0.047
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NAIR e colaboradores (1986) também ndo observaram a presenca de artemisinina e/ou
do 4cido arfermisininico em brotos nfio enraizados nem nos calos de 4. annua. Este fato corrobora a
déia da necessidade de diferenciagio das mizes para a produgfio de artemisinina em 4. arrua.

52 CULTIVOinvitre £ PRODUCAQ DE ARTEMISININA

De acordo com os resultades obtidos no experimento anterior, a diluicio de 50% dos
macronutrientes acrescidos de GAs (10 mg/), apresentou resultados satisfatérios quanto ao
crescimento, tanto na massa fresca como no massa seca dos brotos, quando cultivados por 14 dias.
Visando estudar e comparar o cultivo i vitro de 4. anmua por 14 e 28 dias como também a
produgéo de artemisinina e do acido arfemisiminico, os experimentos a seguir foram realizados com
plantulas provenientes de sementes de origem suica (FIGURA 7). J4 que este material vegetal
apresenta um alto teor de artemisinina (Dr. Delabays, cormumicagio pessoal).

No cultivo in vitre das plantulas de 4. anrnua por 28 dias, observou-se que a composigiio
nutricional dos meios de cultura (2 MS, Bs e White) acrescidos de fitoreguladores (GA; e AIA)
influenciaram © crescimento das plantulas (FIGURA 8). Embora a composigio nutricional do
meic White (TABELA 6), tenha menores feores relativos de sais minerais incluindo a auséneia de
amdnia, pela FIGURA 8 pode-se visualizar o estimulo produzido por este meio no crescirento das
plantulas, estmulo este significativo. Este crescimento fot menor na presence de GA; | porém a
adigho de ATA, reverieu o efeito mibiténio do GAs. Enguanio que, o meio Bs acrescido de GAs nio
afetou drasticarnente na dimimuicfo da altura das plintulas, sendo que este efeito mibitério do GA;
foi revertido tamnbém peia adicéio de ATA Quando foi wiilizado o meto Y2 MS a adiciio de GA;
causou a diminuicdo da altura das plintulas, efeito este acentuado com a adico conjunta de AIA.

Observou-se que, tanto o estinnilo da composicfio nutricional dos meios de cultura como
a concentracdo dos fitoreguladores de crescimento estimularam as broiagSes nas plantulas de 4.
anmia (TABELA 10). Os melhores efeitos encontrados foram para o meio Bs principalmente,
sendo que o mumero de brotagSes por plantula aumeniou quando o meio de cultura foi
suplementado com GA; (10 mg/l). A combinag#io de GAz e ATA sumentou o niimero de brotagdes
por plintula no meio ¥2 MS, enquanto que para os outros dois meios de cultura houve dimimiicaio
do pimero de brotos.
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Para a micropropagaco de A anmua, os resuliados mostraram que os meios que

promovem as brotagtes (V2 MS e Bs) apresentam concentragdes de nitrogénio, potassio, fosforo e
cloro mais elevadas (TABELA 6.3). Assim, parece haver uma interagfio entre a variagdio na
composi¢io nuiricional dos meios com ¢ GAjz na promogfio destas brotagfes.

Porx outro lado, os estudos sobre absorgfio de nutrientes em meio liquido indicam que a
absorgéo destes pelas raizes ¢ altamente especifica e seletiva. Assim, a absorglio pode provocar nio
s6 a rapida reducfio dos nutrientes, mas alteragdes tanto no pH, como nos potenciais quimico e
eletropotencial do meio durante o cultivo (ASHER and EDWARDS, 1983).

A absorglo seletiva dos ions pode também afetar o proprio fenbmeno de absorgio
através das snembranas das raizes, ja que estas membranas permitem o fransporte dos sohutos para
denfro das células. Acredifa-se que determinadas proteinas que participam do processo de
transporte podem ser ativadas ou inativadas por certos fons ou moléculas quimicas (SALISBURY
and ROSS, 1992).

Nos trabalhos de literatura de micropropagaciio efou organogénese de 4 armma
mostramm que a composigio nutricional do meio MS ¢ a mais utitizada. Nestes trabathos para o
estimmlo das brofagSes, o meio MS foi suplementado com os seguintes fitorepuladores: BA + AIB
(LE and COLLET, 1991), somente BA (SUMITA et. al. 1988, WHIPKEY etal 1992, PANIEGO
and GIULIETTI, 1994), BA + ANA + ATA (BENJAMIN et al. 1990), BA + ANA (PANIEGO
and GIULIETTI, 1994).

Os resuliados quanto a massa fresca e massa seca da parte aérea sio mostrados na
FIGURA 9. Por esia figura pode-se observar que os meios ¥2 MS e B estimularam uma maior
meorporagic de matéria orgfnica pelas plantulas (massa seca), nfo tanto pelo aumento da altura
destas (FIGURA 8), mas sim pelo estimulo de proliferaciio de brotos (TABELA 10). Quanto a
massa fresca, os meios de cultura com concentragBes de macronutrientes mais elevadas (V2 MS e
Bs) tiveram um melhor efeito quando comparado ao meio White (conceniragfio mais fraca de
macronuirientes e auséncia de amdnia). Porém, quanto a massa seea os resuliados nfio mostraram
grandes diferencas entre os tratamentos.

Entre o grupo dos fitoreguladores, as giberelinas sio conhecidas por estimular o
crescimento por alongamento das partes aéreas (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1990). A
fase de alongamento nas plantas ¢ camcterizada por wmn rapido aumento de volume, incorporaciio
de agua acompanhada de vacuolizac3io e sintese da parede celular (TAIZ, 1991).
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Neste experimento, quando o GA; foi acrescentado nos meios {2 MS e Bs), houve
maior formag#o de brotagdes, com uma pequena redugdio na altura das plantulas (FIGURA 8),
semn apreseniar um efeifc marcante pa massa seca desias, devido talvez ao tipe de crescimento
promovido pelo GAs.

Quanto a massa fresca das raizes destacadas, esta foi influenciada pela composicio
nutricional dos meios de cultura e pela concentragio do GA;. Na FIGURA 10, pode-se visualizar
que o meio W acrescido de GAs, tanfo a roassa fresca como a massa seca diminuem e quando
acrescido da combinagio de GAat+ AJA, acentua-se essa diminuig8io. Enquanto que, no meio 2
MS, este mesmo efeito causado pelo GA; ocotre para a massa fresca e a massa seca das maizes
destacadas. Mas, a adicfio de AIA promoveu um leve aumenio da massa fresca e da massa seca
das maizes, j& que 0 AJA provavelmente reverieu o efeito inibitério de GAs_ pela sua propriedade
em promover O crescimento das raizes. Quando o meio Bs, (estabelecida para o cultivo em
suspenisdo de ctlulas de raizes de soja), foi acreseido tanto de GAj; como com a combinacio de
GA: + ATA, nfo afefou a massa fresca das raizes. Entretanto o meio Bs acrescido de GA:
estimulon o acimulo de mafénia orginica nas raizes, provocando um aumento na massa seca
destas.

A avaliagho dos resultados da massa seca mosiou que a composicio nuiricional dos
meios ¥z MS, Bs ¢ White fambém apresentaram o mesmo efeifo observade pam 2 massa fresea das
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FIGURA 7: Planta de 4. annua culiivada no CPQBA/UNICAMP a patir de sementes da Suiga.
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FIGURA 8: Efeito dos meios Murashige & Skoog (MS), Gamborg (Bs), White (W) e dos
fitoreguladores no crescimento em altura (cm) das plantulas de 4. g, Avaliagdo apos 28 dias
de cultivo. '
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TABELA 10: Efeito dos miios Murashige & Skoog (MS), Gamborp (Bs), White (W) e dos
fitoreguladores no niznero de brotos por plintula de 4. arra. Avaliagso apos 28 dias de cultivo.

Meios de cultuma | 0mg/l GAs 10mpAGAs | 10mp/iGA; + DMS
0.1 mg/l AIA
v MS 224 b 326a 3492 0.70
Bs 2.01 337 3.24 NS
White 084D 2102 118b 0.78

Médias seguidas por letras distintas diferam entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.
NS - valor de ¥ nfio significativo
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FIGURA 9: Efeitos dos meios Murashige & Skoog (MS), Gamborg (Bs), White (W) e dos
fitoreguladores na massa fresca e massa seca da parte aerea de 4. ammua. Avaliagio apos 28 dias
de cultivo.
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FIGURA 10: Efeito dos meios Murashipe & Skoop (MS), Gamborg (Bs), White (W) e dos
fitoreguladores na massa fresca e massa seca das raizes destacadas de 4. armua. Avaliagiio apos

28 diax de caliivo.
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Os teores de arfemisinina ¢ do acido artemisininico no cultivo de 4. asrma, foram
determinados através de cromatografia em camada delgada-CCD (FIGURA 11) . Esta técnica é
perfeiiamente vilida para este tipo de estudo, ou ainda pam o monitoriamenio das analises
rotmeiras onde sejam manipuladas muitas amostras.

Nos experimentos com ¥2 MS, Bs e W, observou-se além dos efefios destes no
crescimenio, na producio de massa seca, o efeito no teor de artemisinina e dcido artemisininico na
parte aerea (TABELA 11 e 12), como também do acido arfemisininico nas raizes destacadas de A.
anmmua (TABELA 13). Observa-se na TABELA 11 que a composigio nutricional dos meios de
cultura influenciaram sigmficativamente a produgio de artemisinina na parte aérea. A presenga de
GA; reduziu a produgio deste metabolito e no caso do meio Bs, nfo foi detectada a presenca de
arternisinina. Por outro lado, apesar da producfio de massa seca (FIGURA 9) foi menor no meio
White, este mneio mostrou ser o mais propicio para a produgiio de arfemisinina e promoveu ao
mesmno ternpo um bom crescimento (em altura) das plantulas (FIGURA 8).

Enirelanto, o teor de 4cido arfemisinimico da parte aérea também foi afetado
significativarnente pela concentragio dos fitoreguladores. Por outro lado, a presenca do GAs
rechuziu a produgio de acido ariernisininico em todos os meios de culium, sendo esta reducio mais
marcante n10s meios Bs e White (TABELA 12). Porém, observou-se que a adigio de AIA reverten
o efeito de GA 3, aumentando relativamente a produciio de acido artemisininico.

Quanic a produgie de acido artemisininico nas raizes das plntulas (TABELA 13), a
presenca de GAjx diminuin os teores deste acido, efetic semelhante ocorrido na parte aérea
(TABELA 12). Apesar desla awana (AlA) promover a rizogénese em brotos de A armma, ndo

influenciou rmuito a producio de acido antemisininico nas raizes.
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TABELA 11: Efeito dos meios de cultura suplementados com GA; no ieor de artemisinina {em

%) na parte aexea. Avaliacio apos 28 dias de cultivo.

Meios de cultira 0 mg/l GA; 10 mp/l GA; 10mp/l GAs+
0.1 mg/l AIA

V. MS 0.03 0.03 0.02

Bs 0.04 * *

W 0.08 0.05 0.07

* nfo detectado por CCD.




TABELA 12: Efeito dos meios de cultura suplementados com GAj
artemisininico {em %) na parte aérea. Avaliagfio apos 28 dias de cultivo.
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no teor de acido

Meios de culfum 0 mg/l GAs 10 mg/l GAs 10 mg/l GAs +
0.1 mg/l AIA

Y MS 0.09 008 0.09

Bs 0.17 0.04 0.11

W 0.11 0.04 0.09
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TABELA 13: Efeito dos meios de cultura suplementados com GAs; no teor de aamdo

arfermsininico {em %) nas raizes destacadas de 4. anrua. Avahaglo apos 28 dias de cultivo.

Meios de culfura 0 mp/l GA; 10 mg/l GA3 10 g/l GA; +
0.1 mgd AIA

Vo MS 0.06 0.04 0.04

Bs 0.07 0.03 0.05

W 0.04 0.05 0.04

Anslise de varidncia - valor de F nfo sigmficative
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Embora o meio White fenha estimulado uma maior produgio de artemisinina, esia
produgdio poderia ser aumentada com a otimizagéo deste meio. Sabe-se que condigdes nutricionais
e fisicas podern restringir o crescimento das plantulas, mas ao mesmo tempo podem aumentar a
produgdic de metabolitos (ROBERT et al. 1991). Por outro lado, apesar do padriio de cultivo de 4.
annua ser 28 dias, WOERDENBAG et al (1993) observaram que a produgiio in vitro de
arternisinina, ocorreu com 14 dias de cultivo. Assim, o tempo de cultivo ¢ um aspecio importante,
o qual pode em alguns casos, influenciar a formagio de metabélitos secundarios. Cultivou-se as
plantulas de A. arrma por 14 dias nos mesmos tratamentos citados anteriormente.

Observa-ge que com 14 dias de cultivo, a composigio nutricional dos meios e a presenca
dos fitoreguladiores, influenciaram 1o crescimento das plantulas (FIGURA. 12). Na presenca de
GAs, a altura diminiu nos meios White e %2 MS, sendo que, o AIA reforga o efeito inibitorio de
GA; Entretanto no caso do meio Bs, o GA; estimulou o crescimento das plantulas (altura) e sen
efeito foi inibidio pela presenca de AIA. |

A composigio do meio Bs estimulou significativamente a formagio de brotos nas
plantulas. Na presenga de GA; as brotagSes foram mais estimuladas, sendo este estimulo afetado
pela adicio de AIA em todos os meios de culiura (FIGURA 13)..

Entretanto, na FIGURA 14 pode-se visualizar que a composigho nuiricional dos meios
de 4 MS, Bs e White nfo influenciaram muito nos resultados da massa fresca e massa seca. Nas
composicdes dos meios ¥z MS e W acrescidos de GA;, a massa fresca dinmmuiu e esse efeito
inibitorio do GAs, foi acentuado pela presenga de AIA po meio ¥z MS . Quando o meio BS5 foi
suplementado com GA;, a massa fresca aumentol e na presenca de AJA tanfo na massa fresca
como a massa seca forarn reduzidas,

Nesta figura, observa-se ainda que o meic Bs acrescido de GA; apresenta um valor
relativamente alio de massa seca, pois 0 GA; estimulou a promogio de brotagdes nas plantulas
(FIGURA 13) como ocorre também para 28 dias de culuvo (TABELA 10).

Em relagiio aos resultados da massa fresca e massa seca das raizes destacadas de 4.
arrmic, a influéncia tanto da coniposigio mutrietonal dos meios como a adigfo dos filoreguladores
nos meios para a massa fresca no foram significativos. Entretanto, na FIGURA 15 observa-se que
na presenga do (GAz a massa fresca e massa seca diminuiram pare os meios White e 2 MS. Jano
caso do meio White, a adiglio de AIA neste meio de cultura, estimuiou novamenie © crescimento
das maizes (massa fresca) inibido anteriormente pelo GAs. Porém, esse crescimento talvez foi
pmduﬁdopﬁx&ipahnmtepormalmgamﬂodasmﬁmmmamcmpmagﬁodeagme
vacuolizagio dos tecidos, o qual pode explicar a queda na massa seca neste tratamento.
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FIGURA 12: Efeito dos meios de Murashipe & Skoog (MS), Gamborg (Bs),, White (W) e dos
fitoreguladores no crescimento em altura (cm) das plintulas de 4. aroma. Avaliagiio apds 14 dias
de culitvo.
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FIGURA 13: Efeito dos meios de cultura e dos fitoreguladores no niimero de brotos por plantula

de 4. armua. Avaliaggo apos 14 dias de culivo.
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FIGURA 14: Efeito dos meios Murashige & Skoog (MS), Gambor (Bs), White (W) e dos
fitoreguladores na massa fresca e massa seca da parte aérea. Avaliacfio apos 14 dias de cultivo.
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FIGURA 15: Efeito dos meios de cultura e dos fitoreguladores na massa fresca e massa seca das
raizes destacadas de A anmua. Avaliagio apos 14 dias de cultivo.
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Enquanio que, em relagio ao meio Bs, o GAs estimulou a incorporacio de maténia
orgiinica estimnada através da massa seca, sendo que um efeito semelhante foi obtido também para
a parie aérea (FIGURA 14),

Nas plantulas de A arpe cultivadas por 14 dias, o teor de artermsinina fo1 afetado
significativarmenie fanto pela composi¢io nutricional, como pela concentragfio dos fitoreguladores
(TABELA 14). Entre os meso testados, o meio W mostrou um efeito maior no teor de artemisinina
produzido pela parte aérea, alcancando um valor de 0.09%. A composicfio deste meio estimulou
também um Imaior crescimento em altura das plantulas (FIGURA 12). Observa-se também na
TABELA 14 que a adigfio de GA; nestes meios de enltura com excegio do meio Bs causou uma
dimmuigdo da produgiio de artemisinina. No caso do meio Bs, a adicio de GA; provocou um
aumento do teor de arternisinina, sendo que esta mesma combinacio estimulon também um maior
nimero de broiagdes (FIGURA 13) e um incremento da massa fresca e seca da parie agrea
(FIGURA 14).

Além disso, a adicfio de ATA nestes meios, com excegdo de Y2 MS, provocou uma maior
reducfio do teor deste metabolito, chegando inclusive até nilo ser detectado no meio White.

Na consiaiagio da presenga do Acido artemisininico em piantulas cultivadas por 14 dias,
observa-se que o teor do acido for afetado pela composigio nutricional dos meios e pela
concentragio dos fiioreguladores em cada meio {TABELA 15) Entretanto, entre os meios sem a
adi¢do de filoreguladores, o meio de White estimuio mais a produgio deste 4cido (0.38%6). A
adicio de GAz e AlA reduziu este teor, como ocorren também na producdo de arfemisinina
{TABELA 14). Os expenmenios mostraram também que a produgo desie acido sofre uma
importante reducdo com o tempo de eultivo, como mostram as TABELAS 11 ¢ 15, Esta redugio
no teor encontrado, ialvez seja um mdicador do processo bioquimico da transformacio dos
precursores (Acide aremisininico e arfenuina-B) em arterisinina. A complexidade destes
processos de transformacio dificultam uma explicacio mais clara do fendmeno da reducio,
mfluenciada também pele tempo de culiivo in vitro.

Por outre lade, a adicdo dos fitoreguladores nos meios de cultum, influenciaram
significativamente a producBo de acido arternisininico nas raizes destacadas. Observa-se na
TABELA 16 que no meto W, os teores de acido foram relativamente baixos nas raizes destacadas,
apesar da composigdo deste meio estimnular urna maior producdio de acido artemisininico na parte
aérea (TABELA 15). O meio Bs acrescido de GA; + AlA, estimulou um sensivel aumento na
produgio de Acido.
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Nos extratos obtidos das raizes destacadas de A. anrmmua, cultivadas por 14 dias, entretanfo,
nfio foi detectada a presenca de artemisinina. De acordo com NAIR et al (1986), nas raizes e nas
plantas enraizadas provenientes de explantes de folhas, encontraram artemisinina, sendo que
baixos niveis deste metabélito, foram observados por estes pesquisadores na cultura ligquida e no
meio de culfara em suspensdes de células de calos. Porém, ELHAG et al. (1992) ndo observaram a
producio de artemisimina, ou dos seus precursores, ¢ acido artemnisiminico e artenuina-B em calos
¢ brotos nfio enmaizados. Resultado semethante foi tambem observado por FULZELE er al {1991),
que quando utilizaram A arra de origem européia, ndo defectaram 4 sintese de arfemisinina em
calos, células, brotos e na culfura de mizes. Além disso, estes pesquisadores nfio verificaram a
presenga de artemisinina ou artenuina-B no meio de cultura.

Contudo, a sintese de artemisinmina parece ser ativada quando ocorre a iniciaciio do
enraizamento na cultura de brotos (FULZELE et al 1991). Estudos preliminares realizados por
SUMITA et al. {(1988), revelaram a presenca de arternisinina em raizes, brotos ndo enraizados e
em calos, sendo que a cultura de brotos foi estabelecida ern meio de MS + 2mg/i BA e o material
vegetal foi de ongem americana.

J4 a cultura de brotos estabelecida por WOERDENBAG ef af. (1993), produziu 0.16%
de artemisimna, sendo que o meio utilizado foi 0 meio MS (com redugdes de sais), suplementado
com 0,2 mg/l BA e 0.05 mg/l ANA e com 0.5% de sacarose. Nesias culiuras a adicio de GA;3 (10
mg/]) elevou a produgdo de artemisinina.

521 CULTIVO in vitro EM MEIQ WHITE ACRESCIDO DO RETARDANTE
DE CRESCIMENTO (CCC)

O cultivo in vifro por 28 dias no meic White, mostron um resultado positivo na produgio
de artemisinina (TABELA 11), quando comparado com os meios ¥2 MS e Bs. Assim, foram
iniciados outros experimentos, desta vez apenas com o meio de composigio de White, reduzindo
especificamente a coicentragio de fosfato ¢ nitrato. A redugio dos macronutrientes foi cornbinada
com a adigdo de CCC na proporgdo de 100 e 150 mg/d. A adigio deste retardante foi feita, visando
observar se a adicio do refardante e /ou combinade com a redugio da coneentragio de fosfato e
mimato, resultaria numa malor produgio de artemisinina 7 vitro pelas plantulas.



TABELA 14 : Efeito dos meios de culfura suplementados com GAjz no leor de artemisinina (em

%) na parte aérea. Avaliagio apos 14 dias.
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Meios de 0 mg/l GAx 10 mg/l GAs 10mgl GA; + DMS
cultura 0.1 mg/l AIA
Y, MS 0.02 0.01 001 NS
B;s 0.02 ab 0.07 a 0.01Db 0.05
W 0.09 0.04 * NS

Medias segandas por letras distintas diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.

* nfio detectaclo por CCD.

NS - valor de F n#o significativo
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TABELA 15 : Efeifo dos meios de cultura suplementados com GAs no feor de acido
artemisinimco (em %) na parte aérea. Avaliacfio apds 14 dias.

Meios de cultura 0 mg/l GAs 10 mg/l GAs 10 mg/l GA; +
0.1 mg/l ATA

Y, MS 0.25 025 0.23

Bs 0.27 030 0.20

W 038 028 0.19

Andlise de varidncia - valor de F nfio significativo
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TABELA 16: Efeito dos meios de cultura suplementados com GA; no feor de acido
artemnisininico (em %) nas raizes destacadas. Avaliacdio apos 14 dias.

Meios de cultura 0 gl GA; 10 mp/l GAs 10 mp/l GA3+
0.1 mg/t ATA

1y MS 0.15 0.25 0.24

Bs 0.16 0.22 0.29

W 0.13 0.19 017
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A reduciio em ¥2 e % de fosfato do meio White, nfio mostron um efeito marcanie no
crescimento dlas plintulas de A. anmua (FIGURA 16) Entretanto, bastou o acréscimo de CCC nas
conceniragBes de 100 e 150 mg/l para provocar uma diminuig#o significativa do crescimento das
plinfulas, sendo que esta diminuigfo foi da ordem de 50% para os tratamentos 5 e 6. Esse efeito do
CCC observado no cultive de A arrma, evidencia o falo que os retardantes de crescimenio
exercem uma aclio bloqueadom do efeito das giberelinas, provavelmente por redugdo tanio da
divisfo celular como do alongamento dos fecidos (CONSIDINE, 1983). Sabe-se gue a agio de
alguns retardantes como AMO 1618 ¢ CCC, ¢ limitada a somente um passo no caminho
biossintético de giberelinas (LANG, 1970 apud DOUGILAS and PALEG, 1974, CONSIDINE,
1983; RADEMACHER, 1991). Porém, em trabalhos com plintulas de tabaco observou-se a
capacidade do GAs para reverter o efeito refardante no crescimento, induzido pelo AMO 1618,
CCC e Phosfon D (DOUGLAS and PALEG, 1974).

Neste mesmo experimento nfo houve surgimento de brotos nas plantulas. De acordo
com SHUKLA ef al (1992), elevadas concentracoes de CCC (1500 e 2000 mg/y afetam
significativamente o aurnenio alfura das plantulas e concentrages mais baixas (500 mg/T)
afetaram o rendimento de matéria fresca de plantas de 4. anmmia.

Quanto a massa fresca e a massa seca da parte aérea, tapto a concentragiio de CCC
como a reducéic do nivel de fosfato no meic W nfic mostraram influenciar significativamente
nessas variaveis (FIGURA 17). Entretanio, observa-se que na presenga de CCC (100 mg/D), hovve
urma maior incorporagio de matéria orgénica, estimada pela massa seca.

Em cultura de brotos de 4 arvma, FERREIRA (1994) ndo encontrou diferencas
significativas ern concentragBes de CCC (0.6, 6.3 e 63.3 puM) na massa fresca dos brotos quando
cuitavados emn MS, acrescido de hndrohizado de caseina.

A redugfio da concentragfio de fosfato do meio W influencion também a massa frescaea
massa seca das raizes destacadas (FiGURA 18). No entanto, a adigio de CCC aumentou a massa
fresca (nos tratamentos 2,6 e 8), apesar de causar redugiio no crescimento das plantalas (FIGURA
16). No caso <da massa seca, este aumentou com a presenga de 100mg/1 de CCC, sendo que, este
efeito foi semelhanie ao observado na massa seca da parte aérea (FIGURA 17).

Quanto a4 produciio de artermisma, 8 redugfo do nivel de fosfato no meio W nfio
influencio muito esia produgdo. Porém, a produgio de anernisinina foi reduzida pela adicio de
CCC (100 mg/D) no meio com ¥2 PO4 (TABELA 17). Enquanio que, no caso da produgiio de
acido arternisininico, a adigiio de CCC (100 mg/1) no meio com Y4 de PO4, aumeniou o teor deste
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No enfanto, a adicfio de CCC (150 mp/l} feve um efeito positivo nos teores de acido
arfernisinimico nos meios 1/1 PO, e com redugdo de metade de POy (TABELA1B).

Por ouiro lado, na raizes desiacadas de 4. @mma a produgdo de acido diminum
drasticamente nos meios 1/1 PO, e com reduciio do nivel de Va2 PO, acrescidos de 100 mg/l de
CCC. Enquanto que, a concentragio de 150 mg/l de CCC, provocou um awmento sigmficativo na
producdo de acido (TABELA 19), nas raizes esta mesma conceniragio causou uma redugsio de
crescimento (FIGURA 18).

Quanto ao efeito do nitrato, a redugdio da concentragio de ¥z ¢ Y4 NO; do original em
presenga de conceniragdes elevadas de CCC (100 e 150mg/) causaram uma diminuig#o no
crescimento em altura das pléntulas de 4. arrma (FIGURA 19). O efeito inibidor causado pelo
CCC na attura das plantulas de 4 arrmea, foi também observado no experimento com redugio na
concentragio de fosfato (FIGURA 16).

Em trabalho com nuiricio mineral em casa de vegetagio com 4. annua, FIGUEIRA
{1995) observou uma relagfo direta entre os niveis crescentes de nitrogénio e o desenvolvimento
vegetativo. SHEPHERID (1992), observou que independente da composigiio de fitoreguladores
(ANA, 2,4-D e BA) empregada, um meio mais pobre de nitrogénio contendo 0.5 mM (NH4»:S0,
+ 12.4 mM KINO; apresentou um melhor resultado na morfogénese in vitre de A. annua, tanio
para a regeneragcio como para a formagdo de calos.

Na FIGURA 20 estfio representados os resultados obtidos quanio a massa fresca e massa
seca da parte aérea. Observa-se que a reducfio de nitrato do meio W provocou uma redugdic na
massa fresea, sendo que este mesmo efeito foi observado para a massa seca.. Entretanio, a adigio
de CCC (100 mg/) no meio reduzido a uin quarto de NGOs do meio original, estimulou uma mator
incorporagiio de maténia orginica como também ocomreu com o meio reduzido 4 metade de NOs.
Resuliado semelhanie for oblido por ALMEIDA (1994), a qual vernificou que apesar da adigio de
CCC diminuir a altura das plantulas in vitro de Sinningea alagophylia, este retardante aumenton
tanio a massa fresca e a massa seca da parie aérea, como da raiz.

Para A. armua, de acordo com FIGUEIRA (1995), a massa seca das plantas aumenion
em proporgdo direta aos niveis de nitrogénio (0, 70, 140, 210 e 280 mg/l}, presentes na soluciio
nuirtiva de Sarruge. Além disso, GONCALVES (1984} observou o aumento de matéria fresca e
seca em calos de cama de agucar, quando houve urn aumente na concentraclo de mitrogémio

morgimeo (40 ¢ 60mbj no meio de culiura.
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io do meio de composigio de White em presenca de CCC

no crescimento das plantulas de 4. arrma. Avaliagéio apds 28 dias de caltivo.

FIGURA 16: Efeito dos niveis de fosta
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FIGURA 17: Efeito dos niveis de fosfato do meio de composigiio de White em presenca de CCC
na massa fresca e massa seca da parte aérea. Avaliacio apos 28 dias de cultivo.
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FIGURA 18: Efeifo dos niveis de fosfato do meio de composiciio de White e das concentrapdes de
CCC na massa fresca e massa seca das raizes destacadas. Avaliagdo apos 28 dias de cultivo.
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TABELA 17: Teores de arfemisinina expressos em porcentagens em relacfio a massa seca da
parte adrea. Plintulas de A arrwa, cultivadas em meio com redugio do nivel de fosfato e na
presenca de CCC. Avaliagfio apos 28 dias de cultivo.

Meios de Conceniragiio de CCC (mg/h)
cultura 0 100 150
11 POy 0.08 6.06 607
VPO, 0.0 0.03 0.08
POy 0.07 0.08 . 0.06

Amnalise de varzancia - valor de F nfo sigmificativo
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TABELA 18: Teores de acido artemnisininico expressos em porcentagens em relagio a massa seca
da parie aérea. Pliniulas de 4. @rma, cultivadas em meio com redugfo do nivel de fosfato e na
presenca de CCC. Avaliagdo apos 28 dias de cultivo.

Meios de Concentracio de CCC (mg/l) DMS
cultura G 100 150
11 POs GO5 b 0.07 ab 026 a g.21
Y PO ' * 025 :
i i
Y4 POs * 0.23 | 0.17 NS
Médias seguidas por letm distintas diferem entre si pele Teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabihidade.
* nio detectade por CCD.

NS - valor de F ndo significativo
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TABELA 19: Teores de 4cido arfemisininico expressos em porcenfagens em relagfio a massa seca
das raizes destacadas das plantulas de A arrma, cultivadas em meio com redugfio do nivel de
fosfato e na presenca de CCC. Avaliagio apos 28 dias de cultivo.

Meios de Concentragiio de CCC (mg/l)
cultura 0 100 150
W corapleto 0.09 0.05 0.10
Yo POy 0.09 0.09 0.11
L POy, 0.07 0.05 0.15
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FIGURA 19: Efeito dos niveis de titrato do meio W em presenga de CCC no erescimento das
plantulas de 4. annua. Avaliaglo apos 28 dias de cultivo.
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FIGURA 28: Efeito dos niveis de nitrato do meic W em presenga de CCC na massa fresca e
1assa seca da parte aérea. Avaliagio apos 28 dias de cultivo.

0,8
iimassa frescz  MMAssa seca
0,7 -
0,6 4 m
0,5 4 H F
- HE rI'""
=4 1
8 0a4 -3 H
&
a3
0,2
|
0,1 -
O T T T
1 2 3 4 5 ) 7 g 9
Tratamentos
. W u, 4 “ /
1/1 NOs VaNO; Va NO;
Tratamentos: 1 - Whiie com 1/1 NO;3 6 - Whiie com ¥2 NOs + 150mg/1 CCC

2 - White com 1/1 NO; + 100mg/1 CCC 7 - White com 4 NO;

3 - Whate com 1/1 NO:2 + 150mg/1 CCC 8 - White com ¥4 NOs + 100mg/l CCC
4 - White com ¥2 NO: 9- White com ¥4 NO; + 150mg/t CCC
5 - White com ¥z NOs + 100mg/1 CCC



79

A redugfio da concentracio para um quarto de NOs  da concentraglio original afefou
positivamente a massa fresca das raizes destacadas, além de ter influenciado na malor
incorporagio cle maiéria orgfnica, represeniada pelo massa seca (FIGURA 21). Em presenca de
CCC (150 mg/D no meio 1/1 NO;, houve um aumento positivo tanto na massa fresca como na
massa seca das maizes destacadas (FIGURA 21). A anslise estatistica dos resultados mostron que
tanto a composi¢do putricional dos mejos como a adigio de CCC nos meios nio afetaram
significativamente a massa fresca e massa seca das raizes destacadas. PARK er al 1989,
cbservaram que a diferenciagio de raizes em culiura de brotos de A arrua miciou-se fortemente
apos o esgotamento de glicose e nitrato 1o meio de culfura.

Os retardantes de crescimento sdo conhecidos por atuarem negativamente no crescimento
vegetaiivo. Porém observou-se que o CCC influenciou no crescimente das raizes (FIGURA 21).
Coniudo, FERREIRA (1994) observou a diferenciacfio de raizes pa cultura de brotos de 4. armua,
através do n¥avero de mizes, tendo observado o aumento deste mimero em presenga de CCC
(6.3uM) e darmmozide (62 4uM). WELANDER. (1978), observou que a concentragfio de 5.0 mM
de nitrogénio foi Gtima para a formaglio de raizes em peciolos de Pelargomium, assim como a
concentraciio e 20 g/l de sacarose no meic de culiura. A massa seca aumentou com a elevacfo da
concentragio de mirogémo (10-15 mM).

Quanto a influéneia da concentraciio de nitrato no meio White e da concentragio de CCC
no teor de ariemisining nas plniulas de 4. anmua, a TABELA 20 apresenta os resuliados obtidos
através da detecgiio deste metabélito por CCD. Nesta tabela pode-se observar que a redugiio de
nitrato nfo mfluenciou muito a produgiio de artemisinina. Enfretanto, a presenca de CCC (100
1g/D) causou tina diminuigo relativa nesta produgdio, sendo que com a concentragio de 150 mg/l
no meic com reducio de ¥4 NOs, a produgio deste mefabolito awmentou levemente.

Em relagfio a produgio de acido artemuisininico na parte aérea, observa-se na TABELA
21, que a redugio de ¥z NO- afetou positivamente essa produgio. Ja a presenca de CCC {150
meg/lyno meto 171 NOs. este retardante causou urn surmento na producio de Acido arternisminico.

WNas waizes destacadas de 4. anraa, tanio & coniposicio 30s MENs COMO & conteniracio
de CCC ndo infhienciaram significativamente no teor de acido artemisiminico (TABELA 22).
Porém ambos 1neios, o meio 1/1 NOs acrescido de 100 mg/l CCC como o meio com redugdio de
V4 NO; suplementado com 150 mg/l CCC apresentaram feores mais elevados. Nestas duas
combinagdes de composico de meios de cultura, a concentragio de CCC reduzin o crescimento
das raizes destacadas (FIGURA 21).
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De acordo com VELIKY (1571) o nitrogénio é necessariamente o principal componente
do meio de cultura e tanto a quahidade como a quantidade da fonie de nitrogénio influenciam
drasticamentie 1o crescimento da cultura, podendo ainda influenciar na bioquimica da eéhila como
também na formagio de mefabolicos (apud VELIKY and ROSE, 1973; MARTIN etal 1977).



81

FIGURA 21: Efeiio dos niveis de nitmato no meio W em presenca de CCC na massa fresca e
massa seca das raizes destacadas. Avahiagfio apos 28 dias.
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TABELA 20: Influéncia da concentragfio de nitrato no meio W em presenca de CCC nos ieores
de artermismina (%6) da parie aérea. Avaliagio apos 28 dias de cultivo.

Meias de Concentragio de CCC (mg/l)
cultura 0 100 150
171 NG, 0.05 0.05 0.04
Y2 N, 0.05 0.04 0.04
L NOs 0.04 0.03 0.05

Analise de variincia - valor de F nfo significativo
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TABELA 21 : Influéncia da concentragfio de nitrato no meio W em presenga de CCC nos teores
de 4cido arternasminico (%) na parte aérea. Avaliacio apos 28 dias de cultivo.

Meios de Cencentragio de CCC (mg/l) DMS
cultura 0 100 150
/1 NOs 007 b 007 b 0.19 a 0.07
Yo NOs 0.16 a 003 b 0.08 b 0.06
VaNO3 0.04 0.06 0.05 NS

Médias sepuidas por letmas distintas diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.

NS - valor de F nfio significativo
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TABELA 22: Influéneia da concentragBo de nifrato no meio W em presenga de CCC nos teores
de acido artexsrisininico(%6) nas mizes destacadas. Avahiaglo apds 28 dias de cultivo.

Meios de Concentragiio de CCC (mg/l)
cultuara 0 100 150
1/1 NG5 0.07 0.10 0.07
Vo INO, 0.06 0.04 0.03
VaNO; 0.04 0.05 0.0

Andlise de varifncia - valor de F nfio significativo
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CONCLUSOES

Entre os sxeeios utilizados, o meio de White com menores concentragtes de nufrientes e sem
ambmia, apresentou os methores resultados pam a produgio de artenusimina em plintulas de 4.
anrua, apos 28 dias.

A produgBo de acido artemisininico mostrou ser maior ne periodo de cultivo por 14 dias,
enquanto que a produgio de artermisimina for maior com 28 dias de cultivo, em todos os meios
ufilizados sem a adigéio dos fitoreguladores.

Quanto a0 cultivo in vitro observou-se que no meio Bs | acrescido de GA3 (10 mg/l), houve a
quebm de dominfncia apical com estimulo acentuado de taotagfo de gemas laterais em
plantulas intactas de 4. gnrua. Estas gemas brotadas corresponderiam a brotos que podem ser
utilizados para a micropropagacfio em larga escala desta planta.

O GA: guando adicionado aos meios de cultura, teve um efeito inibitdno na produgdio de
arfemisinina e do acido artemisininico.

Os meios ¥z MS e Bs acrescidos de GA; promoveram uma methor produgio de acido
artemisinindeo no periode de cultivo por 14 dias.

A adicdo do retardante de crescimento (CCC) no meio White além de provocar wma redugfo
no crescimento das plantulas, promoven um awmento da produgdio de acido artermisininico no
cultive por 28 dias.

A transforrnacio do precursor, o acide arfernisinimico, em artermisining apresenta grande
complexidade bioguimicas que ainda nfo esta devidamente esclarecida, abrinde portanio, um

hornizonte pam novas pesquisas nessa area.
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8. APENDICE
Analises de variancia

1. Altura - dados da tabela 7

Causas da variacio G.L. Q.M. Valor F
Meios 3 2231 5.2201 *=
fitoreguladores 3 0.1901 44566 *
Meios X fitor. 9 0.1234 2.8927 %
Residuo 32 0.0426
Total 47
VariacOes . L. Q.M. Valor F
Meio (100%) 3 0.1191 25122
Residuc 8 0.0474
Total 11
Variacoes G.L. QM Valor F
Meio (502%) 3 (5.2873 6.5059 *
Residuo g 0.0441
Total 11
Variacoes G.L. Q.M. Valor F
Meio {259%) 3 0.1215 3720%
Residuo o 0.0226
Total 11
Variacoes G.L. Q.M. Valor ¥
Meio (0%%) 3 0.0325 0.5756 ™
Residuo 8 0.0564
Total il
2. Massa fresca - dados da iabela 8
Causas da variacio G.L. Q.M. Valor F
Meios 3 0.0019 03717 ™
fitoreguladores 3 0.0105 197117
Metos X fitor. Q 0.0168 31515%
Residuo 32 0.0053
Total 47
Variaches G.L. Q.M. Valor F
Meio (100%%) 3 0.0108 6.46 *
Residuo 8 0.0016

[roy
Jonnt

Total
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Variacies Gl OM Valor F
Meio (50%%6) 3 0.0171 1.6669
Residuc 8 0.0102
Total 11
Variaches GL. QM. Valer F
Meio (25%) 3 0.0195 3.0688 ™
Residuo 8 0.0063
Total 11
Variactes G.1. Q.M. Valor F
Meio (0%6) 3 0.0195 3.0688 ™
Residuo g 0.0063
Total 11
3. Massa seca - dados da tabela 9
Causas da variacfie G.L QM Valor I
Meios 3 0.00008 0.9681 ™
fitoreguladores 3 0.00013 1.4984 ™%
Medos X fitor. 9 0.00020 2.2305%
Residuc 32 0.00009
Total 47
Variaches G.L. Q.M. Yalor F
Meic {100%) 3 0.00011 1.6370
Residuo 3 0.00007
Total 11
YVariagSes Gl Q.M Valor F
Meio (509%%) 3 0.00027 2125477
Residuo 8 0.0013
Total i1
Variagies G.L Q.M. Valor ¥
Meio (25%) 3 0.00015 1.5005 ™
Residuo 8 0.0000G9
Total 11
Variaghes G.L. Q.M. Valor F
Mewo (0%06) 3 061G 3iz417
Eesiduo G.00006

Total




4. Altara - dados da figura 8

Causas da variacio G.1L. Q.M. Valor ¥
Meios 2 20.5056 10.5377 **
fitoregulaciores 2 1.5640 0.8037 ™
Meios X fitor. 4 3.8232 1.9647*
Residuo 18 1.9459
Total 26
Teste de Tukev
Meios Médias dos meios
a2 MS 3.66b
Bs 333b
W 6.09a
5. Promogdc de broios - dados da tabela 10
Causas da variacio G.1L. Q.M Valor F
Meios 2 354360 62.2422 **
fitoreguladores 2 7.8904 13.8504 #*
Meios X fitor. 4 1.5684 27550 %
Residuo 99 0.5693
Total 107
Variac@ies GL. Q.M. Valor F
Meto (1/2 MS) 2 5.2886 10.3885 %
Residuo 33 $.4994
Total 35
Variaches G.L. Q.M. Valor F
Meio {Bs) 2 0.6835 115930
Residuc 33 0.5896
Total 35
Variacdes G.L. QM Valor F
Meio (W) 2 5.0553 8.1681
Residuo 33 0.6189
Total 35

6. Massa fresca da parie aérea - dados da figura 9

Causas da variacio G.L. Q.M Valor F
Metos 2 4.1486 37.8512 **
fitoreguladores 2 0.3913 35705 %
Meios X fitor. 4 0.1215 110917
Residuo 18 0.10%6
Total 26
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Teste de Tukev
Meios Médas dos meios Fitoreg. Meédias dos fitoreg.
“MS 252a 0 mg/l 232a
B5 245a 10 mg/l GA; 2.05ab
w 1.31b GAz + ATA 1.91b
7. Massa seca da parte aérea - dados da figura 9
Causas da variacao G.L. Q.M Valor F
Meios 2 0.0206 2.9436 ™
fitorepuladores 2 0.0110 1.5765
Meios X fitor. 4 0.0081 1.1540 ™
Residuo 18 0.0070
Total 26
8. Massa fresca das ratzes - dados da figura 10
Causas da variacio G.L. Q.M Valor F
Meios 2 0.6701 62220 %*
frioreguladores 2 05702 5.2950 %
Meios X fitor. 4 0.2076 1.9277 ™
Residuc 18 .1076
Tonal 24
9. Massa seca das raizes - dados da figura 10
Causas da variacio G.L. Q.M Valor F
Metos 2 0.0110 7.1535 **
fitorepuladores 2 0.0049 32110 ¥
Meios X fitor. 4 0.0041 2.7002 M
Residuo 18 00013
Total 26
Teste de Tukey
Meios Médias dos metos
¥ VIS (.20 ab
B« ' 023a
w 0.16b
10. Teor de artenusinina - dados da tabela 11
Causas da variacic G.L. QM Valer F
Meios i 0.0068 161354 % #
fitoreguladores 2 0.0002 0.6825°°
Meios X fitor. 2 0.0005 12479
Residuo 12 0.0004
Total 17




Teste de Tukey

Meios Meédias dos mejos
LWMS 002b
W g06a

11. Teor de Acido artemisininico - dados da tabela 12

Causas da variacio G.L Q.M. Valor F
Meios 2 0.0023 1.1277 7%
fitoreguladores 2 00112 53671 %
Meios X fitor. 4 0.0028 1.3638 ™
Residuo 18 0.0020
Total 26
12. Teor de acido artermsminico das raizes - dados da tabela 13
Causas da variaciio G.L. Q.M. Valor F
Meios 2 0.00003 0.0536
fitoreguladores 2 0.00080 1.1480 %
Meios X fitor. 4 0.00032 0.1688 ™
Residuo 18 0.00069
Total 26
13, Altura - dados da figura 12
Causas da variacio G.L. Q.M Vaior ¥
Meios 2 3.4402 204307
fitorepiladores 2 6.4887 38433 %
Meios X fitor. 4 29367 173945
Residuo 18 1.6883
Total 26
Fitoreg. Meédias dos fitoreg.
Omg/1 3.16a
10 mg/t GAs 298a
GA; + ATA 161a
14. Promocio de brotos - dados da figura 13
Causas da variacio G.L. (M. Valor F
Meios 2 3.6931 6.0783 ¥+
fitoreguladores 2 24094 3.9655 %
Meios X fitor. 4 0.4859 (.7998 ™
Residuo 99 0.6076

Total 107




Teste de Tukey

Fitoreg,. Médias dos fifor. Meios Meédias dos meios
Omeg/l 1.88b 1%, MS 1.87b
10 mg/l GAs 234a Bs 242a
GA3+ATA 191ab W 1.85b
15. Massa fresca da parte aérea - dados da figura 14
Causas da variagio G.L QM Valor F
Meios 2 0.0150 03589 ™
fitoreguladores 2 0.3396 8.1217 *#*
Meios X fitor. 4 0.1178 28175
Residuce 18 00418
Total 26
Teste de Tukey
Fitoreg. Medias dos fitoreg.
O0mg/ 1.19a
10 mg/l GA3 1.16a
GA3I+AIA 084b
16. Massa seca da parte aérea -dados da figura 14
Cansas da variaciio GL QM. Valor F
Meios 2 0.0014 21730™
fitorepuiadores 2 0.0035 52228 %
Meios X fitor. 4 0.0014 2.0679 "™
Residuo 18 0.0006
Total 26
Teste de Tukey
Fitoreg. Meédias dos fitoreg.
gmgd 0.i4a
10 mg/l GAs 0.14a
GA3+AIA 0.10b
17. Massa fresca das raizes - dados da figura 15
Causas da variacic G.L. Q.M. Valor ¥
Meios 2 02126 22513
fitoreguladores 2 0.2993 3.1692 "
Meios X fitor. 4 0.1470 1.5569 ™%
Residuo 18 0.0944
Total 26




18. Massa seca das raizes - dados da figura 15

Causas da variacio G.1. O Valor
Meios Z 0.0003 0.5417 ™
fitorepuladores 2 0.0023 37917 %
Meios X fitor. 4 0.0008 136311
Residuo 18 0.0006
Total 26
Teste de Tukev
Fiioreg. Mechas do fitor.
0 mg/1 0.10a
10mg/l GA; 0.08 ab
GA3+AIA 0.07b
19, Teor de artemisinina - dados da {abela 14
Causas da variacio G.L. Q.M. Valor ¥
Meios 1 0.0013 40843 *
fitoreguladores 2 0.0017 5.2068 *
Meios X fitor. 2 0.0016 48717 %
Residuo 12 0.0003
Total 17
Variacies GI. QM. Valar F
Meio (1/2 IVIS) 2 0.00004 0.2630
Residuo 6 0.00016
Total 8
Variagiies G.L QM Valor ¥
Meio (Bs) z 0.0033 6.6430 %
Residuo 6 0.0005
Total g
Variaches G.L. Q.M. Valor ¥
Meio (W) 1 0.0034 3.7139™
Residuo 4 0.0009
Total 5

20. Teor de acidoe arfemisininico - dados da tabela 15

Causas da variacio G.I1. QM. Valor F
Meios Z 0.0038 03415
fitoreguladores 2 G.022 1.9626 ™°
Meios X fitor. 4 0.0068 060184
Residuo 18 0.0114

Total 26




21. Teor de Acido arfemisininico das ratzes - dados da tabela 16
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Causas da variacio (.1 Q.M Valor F
Meios 2 0.0086 21791
fitoreguladores 2 0.0196 4.9356 *
Meios X fitor. 4 0.0023 0.5844 1%
Residuc 18 0.0039
Total 26
Teste de Tukev
Fitoreg. Midias do fitoreg,
0 mgpAl 0.14b
10 mg/1 GAs 0.22 ab
GA3+AJA 023a
22. Alura -dados da figura 16
Causas da varnagic G.L. QM Valor F
Meios 2 0.6368 07731
fiicreguladores 2 194757 23.6436 **
Meios X fitor. 4 1.1652 141465
Residuc 18 (.8237
Total 26
Teste de Tukev
Fiioreg Meédias do fitoreg,
0 mg/1 COC 582a
166 mg/1 TCC 407b
150 mp/l €©CC 780¢
23. Massa fresca da parie aérea - dados da figura 17
Causas da variacio Gl QN Valor F
Meios 2 £.0171 204201
fitorepuladores 2 0.0116 13850 ™
Meios X fitor. 4 0.0166 1.9839 %
Residuo 18 0.0083
Toiai 26
24, Massa seca da parte adrea - dados da figura 17
Causas da variacio Gl Q.M. Valor F
Meios 2 0.00024 15227
fitoreguladores 2 0.00082 5.0682 *
Meios X fitor. 4 0.00005 03295
Residuo 18 0.00016
Total 26




Teste de Tukey
Retardante de cresc. Meédias do retard.
Omg/1 0.06 ab
100 mg/l CCC 0.08a
150 mg/l CCC 0060

25. Iviassa fresca das raizes - dados da figura 18

Causas da variaciio G.L. Q.M. Valor F
Meios 2 0.0581 1.5175 ™
fitoreguladores 2 0.0078 0.2056 Nif
Meios X fitor. 4 0.0636 1.6609 M
Residuo 18 0.0383
Total 26
26. Massa seca das raizes - dados da figura 18
Causas da variacio G.1. Q.M Valor F
Meios 2 0.0008 2.9259 ™
fitoreguladores 2 0.0004 1.3704
Meios X fitor. 4 0.0004 1.5185 %
Residuo 18 0.0003
Total 26
27. Toer de artemnisinina - dados da tabela 17
Causas g3 variacie G.L. QML Valor F
Meios 2 0.0001 025727
fitoregniadores 2 00011 2.1169°°
Meios X fitor. 4 0.0010 1.9847
Residue i8 0.0005
Total 26
28. Teor de acido arfemisininico - dados da tabela 18
Variaciics G.L. QM Valor ¥
Meio {1/1 POs) 2 0.0426 58287 %
Residuo () 8.0073
Total 8
Varnacies G.L. Q.M. Valor F
Meio (¥4 POy) 1 0.0051 0.5495 ™
Residuo 4 0.0093
Total 5
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29. Teor de 4cido artemisininico das raizes - dados da tabela 19
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Causas da variacio G.L. Q.M. Valor F
Meios 2 0.0006 0.9783
fitoreguladores 2 0.0075 11.4493 **
Meios X fitor, 4 0.0014 21860
Residuo 18 0.0006
Total 26
Retardante Qe cresc. Medias do retard.
Ome/1 CCC 008b
100 mg1 CCC 0060
150 mg/1 CCC 0.12a
30. Aliura - dados da figura 19
Causas da variaghio Gl Q.M. Valor F
Meios 2 7.7937 B.2856 **
fiioreguladores 2 13.8980 147752 **
Meios X fitor. 4 1.3397 14243 %
Residuo 18 0.9406
Total 26
Meios Nédias dos meios Retardant. de crese. Medias do retard.
11 NOs 380a GmpAd CCC 4908
B NOs 422a 100 g/l CCC 302b
Y NOs 2440 150 mg/l CCC 254b
31. Masss fTesca da parte aéres - dados da figura 20
Causas de variagio Gl YL Valor ¥
Meios 2 0.0840 ORR53*
thorepniadores 2 0.0053 06161
Mieios X fitor. 4 0.0225 260063 °°
Residuo 18 0.0086
Total 26
Teste de Tukey
Meios Meédias dos melos
141 NO;3 059a
1 NOs3 ;_ 0564
1% NO3 ; 0.41b




32. Massa sexca da parte aérea - dados da figura 20

Causas da variaciio G.L. Q.M Valor F
Meios 2 0.0010 22822
fitoreguladores 2 0.0001 0.2258 ™
Meios X fitor, 4 0.0008 19556 ™
Residuo 18 0.0004
Total 26
33. Massa fresca das raizes - dados da figura 21
Causas da varnacao G.L Q.M. Valor F
Meios 2 0.0296 0.5736 ™
fitoreguladiores 2 00291 0.5650 5%
Meios X fitor, 4 0.0773 1.4984™
Residuo 18 0.0516
Total 26
34. Massa seca das raizes - dados da figura 21
Canusas da variacio G.1L. Q.M. Valor F
Meios 2 0.0003 0.2945
fitoreguladores 2 0.0091 0.7994 ™
Meios X fitor. 4 0.0018 1.5906 M
Resichio 18 0.0011
Totai 6
33, Teor de artemisinina -~ dados da tabela 20
Cansas da variacio G Q.M. Yalor F
Meios 2 0.06003 0.12747°
fitoreguiladores 2 0.00008 0.3715™
Meios X fitor. 4 0.00022 0.9295 ™
Residuo 18 0.000237
Total 26
36. Teor de acido artermsininico - dados dia tabela 21
Causas da variacio Gl ML Yalor F
Meios 2 0.0079 11,7432 **
fitoregutadores 2 00062 92217 **
Meios X fitor. 4 0.0110 16.2414 **
Residuo 18 0.0006
Total 26
Variacoes G.L. Q.M. Valor F
Meio (1/1 NOs) 2 0.0145 14,4317 **
Residuo 6 0.0010
Total 8
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Variacoes G.L. Q.M. Valor F
Meio {¥2NO3y) 2 0.0134 18.9743 **
Residuo 6 0.0007
Totai 8
Variacoes G.L. QAL Valor F
Meio (% NO3) 2 0.0003 1.1900 %
Residuo 6 0.0003
Total 8

37. Teor de acido artemisininico das raizes - dados da tabels 22

Caunsas da variacio G.L. .M. Valor F
Meios 2 0.0029 24895
fitoreguladores 2 0.0003 03122
Meios X fiior. 4 0.0019 1.6484 ™
Residuo 18 0.0011

Total 26




