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RESUMO

A maldria € ainda uma das grandes causas de mortalidade e
morbidade no mundo. No Brasil, chegam a ocorrer 500 mil casos de
maldria por ano. A doenca, causada pelo protozoario Plasmodium,
tem sido agravada desde que espeécies de FPlasmodium passaram a
adquir resisténcia as drogas tradicionais, cloroquina e
mefloquina. 0 estudo de novos medicamentos resultou no
descobrimento das propriedades antimaldricas de uma Tlactona
sesquiterpénica, chamada Qinghaosu ou Artemisinina, extrafda
das folhas da Artemisia annuwa L., da familia Asteraceae.
Compostos derivados da artemisinina sdo ainda de maior eficécia
e vem sendo comercializados na China. Assim, a tecnologia de
produ¢do e a validacdo destes medicamentos no ocidente, sdo de
grande interesse.

0 objetivo principal das pesquisas gque compuseram esta Tese foi
de contribuir para a producdo dos principios ativos da espécie
Artemisia annua L., favorecendo a obtencdo dos medicamentos
antimalaricos. As pesquisas realizadas na MEDIPLANT (Suica) e no
CPQBA-UNICAMP (Brasil) envolveram: aspectos da biologia da
reproducdo; selecdo e obtencdo de hibridos para cultive no
Brasil; fertilizacdo nitrogenada e ensaios de extracdo aquosa da

artemisinina. O0s resultados indicaram que a espécie, embora
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possua flores completas, apresenta taxa de alogamia superior a
80%. Assim, através de cruzamentos controlados entre gendtipos
selecionados nas populacdes de base, originais da China e do
Yietnam, obteve-se a homogeneidade das poputacdes e
significativo ganho genético. A exploracdo da variabilidade em
biomassa e em teores de artemisinina, esta Gltima conhecida por
monitoramento analitico, possibilitou passar de 5Kg de
artemisinina/ha nas populacdes de base, para aproximadamente
30Kg de artemisinina/ha nas populagBes melhoradas. A propagacdo
vegetativa, por cultura de tecidos ou por estacas, foi também
utilizada no programa de methoramento genético, principalmente
para a manutencdo dos progenitores e a fixacdo de caractéres
desejaveis. Dois genotipos, P1.3%9 e P1.V, foram selecicnados
para cuitivo em fotoperiodo curto, (11-12 horas de luz) conforme
as condi¢bes do Brasil. Os teores de artemisinina e as producdes
de raizes e de folhas, em estirpes cultivadas em fitotrons,
foram maiores na faixas de temperatura ambiénte de 22 a 26°C, em
comparacdo com 0s rendimentos obtidos na faixa entre 25 a 31°C.
A produ¢cdo de raizes foi diretamente relacionada com os teores
de artemisinina nas folhas de A.gnnua L.. 0s primeiros trabalhos
de selecdo, conduzidos em local onde as condicBes de fotoperiodo

ndo induziam o florescimentc da espécie, permitiu a selecdo de
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genétipos mais produtivos em biomassa por expressarem todo seu
potencial vegetativo.

A avaliacdo, no Brasil, do hibrido Ch. x Viet 55, atingiu
rendimentos de aproximadamente 30Kg de artemisinina/ha/corte,
sendo possivel a realizagdo de 2 cultivos por ano, na mesma
drea. 0 cultivo deste hibride foi técnicamente vidvel e
altamente competitivo, devido aos rendimentos alcangados. A
aplicacdo de fertilizantes nitrogenados na dose de 90Kg de
nitrogénio/ha proporcionou um aumentoc dos rendimentos de
artemisinina que variou entre 28 e 40%, em funcdo de maior
biomassa. A forma nitrato foi a mais favoravei. Um possivel
deslocamento do estadio de maior concentracdo de artemisinina é
sugerido. Extracodes aquosas, a partir de folhas ricas em
artemisinina, apresentaram fracdo contendo 50% do principio
ativo. Sugere-se que tal procedimento possa servir de base para
novas pesquisas farmacolégicas e toxicoloégicas sobre a atividade
anti-malarica de infuses.

0s estudos com a A. agnnua L. resultaram no estabeiecimento de um

programa de melhgramento genético no CPQBA.



SUMMARY

Mataria is still one of the greatest causes of mortality in the
world; in Brazil there are over 500.000 reported cases per year.
Malaria, caused by the protozoa Plasmodium, has been aggravated
by the increasing resistance of Plasmodium to the traditional
drugs cloroquine and mefloquine. The study of new drugs resulted
in the identification of antimalarial activities of an
endoperoxide sesquiterpene lactone, called Qinghaosu or
Artemisinin, extracted from the leaves of A. annua L., from the
Asteraceae family. Compounds derived from artemisinin are highly
efficient and are being commercialized in China. The production
technology and validation of these drugs in the occidental world
are of great interest. The main objective of this thesis was to
contribute to the production of the chemical compounds of the
species A. annua L., in order to allow the production of anti-
matarial drugs. The research work developed at MEDIPLANT
(Switzerland) and CPQBA-UNICAMP (Brazil) involved: biological
aspects of reproduction; selection of hybrids for production in
Brazil; nitrogen fertilization and assays of extraction in water
of artemisinin. The results indicated that the species, although
having complete flowers, presents an alocgamy rate superior to
80%. Through controlled hybridization between selected genotypes

from China and Vietnam, population uniformity and genetic gain
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was obtained. Through the analysis of biomass and artemisinin
contents (estimated by analytical monitoring), it was possible
to increase the artemisinin producticn of 5Kg/ha for the base
population tTo approximately 30Kg/ha for the genetically bred
poputation. Vegetative propagation, through tissue culture or
stakes, was also utilized in the genetic bDpreeding program,
mainly for maintenance of progenitors and fixation of desirable
qualities. Two genotypes, P1.39 and Pl.V were selected for
cultivation under short day photoperiod (11-12 hours of Tight),
according to Braziilian conditions. The artemisinin content and
the production of roots and tieaves in strains cultivated 1in
fitotrons were higher under temperatures ranging from 22 to
26°C, when compared to those cultivated between 25 and 31°C. The
root production was directly related to the contents of
artemisinin 1in the leaves of A. annug L.. The first breeding
trial, conducted where iocal photoperiodic conditions did not
induce flowering, also allowed the selection of more productive
genotype in biomass. In the evaluation for Brazil, the hybrid
Ch. X Viet 55 produced approximately 30Kg of
artemisinin/ha/cut, with 2 cuts possible per year. The
cultivation of this hybrid was technically viable and highly
competitive, due to the production obtained. The application of

Nitrogen fertilizers (90Kg/ha) increased the artemisinin
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contents in the range of 28 to 40% due to increase in biomass.
The nitrate form was the most favorable. It is possible that the
period of highest <concentration of artemisinin had been
delayed. The water extraction of leaves rich in artemisinin
produced a fraction containing 50% of active compound. It is
suggested that this procedure can be utilized as a base for new
pharmacology and toxicology investigations on the antimalarial
activity of infusions.

The studies with A. annya L. resulted in the establishment of a

genetic breeding program at CPQBA.



RESUME

Le paludisme est aujourd’hui encore 1’une des grandes causes de
mortalité et de maladie dans 1e monde. Au Brésil, il peut vy
avoir jusqu’a 500 mille cas de paludisme par an. La maladie,
provoquée par le protozoaire PFPlasmodium, s’est aggravée depuis
que les espéces de PFPlasmodium ont acquis une résistance aux
remédes traditionnels, chloroquine et mefloquine. L’étude de
nouveaux produits a abouti & ta découverte des propriétés anti-
patudéennes d’une Tlactone sesquiterpénique, appelée Qinghaosu
ou Artemisinine, extraite des feuilles de 1’Artemisia annua L.,
de 1a famille des Asteraceae. Des composés derivées de
1’artémisinine sont encore plus efficaces et sont commercialisés
en Chine. Ainsi, la technologie de production et la validation
de ces médicaments en Occident sont d’un grand intérét.

L’objectif principal des recherches qui ont composé cette theése
a été de contribuer a Ta production des principes actifs de
1'espece A. annua L., favorisant @ginsi 1’obtention des
médicaments anti-paludéens. Les recherches réalisées & MEDIPLANT
(Suisse) et au CPQBA-UNICAMP (Brésil) ont inclus: des aspects de
hbiologie de 1a reproduction, Tla sélection et 1’obtention
d’hybrides pour Ta culture au Breésil, la fertilisation

nitrogenee et des tentatives d’extraction  aqueuse  de
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1’artémisinine. Les résultats ont indiqués que 1’espéce, bien
que possédant des fleurs complétes, présente un taux d’aiogamie
supérieur a 80%. Ainsi, a travers des croisements contrdles
entre des génotypes sélectionnés dans 1les populations de base
originaires de Chine et du Vietnam, a-t-on obtenu 1’homogénéité
des populations et un gain génétique significatif.
L’exploitation de 1a wvariabilitée en bhiomasse et en teneur
d’artémisinine, cette dernizre étant connue par contrdle
analytique, a permis de passer de bKg d’artémisinine /ha pour
les populations de base, a 30Kg d’artémisinine /ha pour 1les
populations améliorées. La propagation végétative, par culture
de tissus ou par boutures, a également été utilisée pour le
programme d’amélioration génétique, essentieliement pour
1’entretien des progéniteurs et Tla fixation des caractéres
souhaitables. Deux  génotypes, P1.39 et P1.V, ont eté
séiectionnés pour la culture en photoperiode courte (11 a 12
heures de lumiére), conformément aux conditions du Brésil. Les
teneurs en artémisinine et Tles productions de racines et de
feuilies, dans tes lignées cultivées en phytotron, ont été plus
grandes pour des températures variant entre 22°C et 26°C, par
rapport aux rendements obtenus pour des températures variant
entre 25°C et 31°C. Le développement des racines a été

directement proportionnel aux teneurs d’artemisine dans les
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feuilles d 4. annua L.. Les premiers travaux de sélection, menés
en des endroits oi les conditions de photopériode n’induisaient
pas ia floraison de 1’espece, a permis 1a sélection de génotypes
plus productifs en biomasse du fait qu’ils expriment tout leur
potentiel végétatif.

Ay Brésil, 1’évaluation de 1’hybride Ch. x Viet 55 a atteint
des rendements approximatifs de 30 kg d’artémisinine/ha et par
récoltes, deux récoltes par an étant possibies sur une méme
aire. La culture de cet hybride a été techniguement viable et
hautement compétitif grdce aux rendements obtenus.

L’application de fertilisants azotés & une d4ose de 90Kg
d’azote/ha a augmenté de 28 a 40% les rendements d’artémisinine
en fonction de 1’augmentation de 1a biomasse. La forme nitrate
s’est révélée la plus favorable. Un possible déplacement de
1’é6tat de plus forte concentration de T17artémisinine est
suggéré. Des extractions aqueuses a partir de feuilles riches en
artémisinine présentent une fraction contenant 50% du principe
actif. On suggére que ce procédé puisse étre employé comme pré-
processus pour des extractions industrielles, ou méme servir de
base a de nouvelles recherches sur 1’activité anti-paludéenne
d’infusions. Les études de 1’Artemisia annua ont eu pour

conséquence 1’établissement d’un programme d’améiioration

génétique au CPQBA.



1.INTRODUCAD

1.1 - A MALARIA:

A maldria e ainda uma das grandes causas de mortalidade e
morbidade no mundo. O ditimo levantamento da OMS, realizado em
1992, mostrava que 2,2 bilhbes de pessoas, ou seja, metade da
popultacdo mundial, estavam expostas ao mosquito transmissor. A
cada ano, 1,5 milhdo de pessocas morrem de maldria e sdo
registrados cerca de 3200 milhdes de casocs de infeccdo (PINDER &
ROELANTS, 1993). Em nosso pafs, principalmente nos estados do
norte, noroeste e centro-oeste, sdo enormes as areas de risco de
se contrair a mataria, o0 que contribui para o precadrio
desenvolvimento de tais regides, dificultando ainda mais as
acbes de combate & doenca. Trata-se assim, de um ciclo vicioso
dificil de ser rompido satisfatoriamente. 0 CENEPI registrou
577.100 casos de maldria em 1992.

0s casos de morbidade, também, além de reduzirem o poder
produtivo pesscal das vitimas, demandam cuidados de parentes,
amigos e institui¢gles de forma que o prejufzo da malgria é

grandemente ampliado.
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As regifes de risco sdo marginalizadas e acabam sendo excluidas
dos interesses que poderiam trazer o desenvolvimento, no sentido
positivo dessa agdo. De fato, além do sofrimento humano, o custo
da doenca € substancial; na Africa por exemplo, foi ele estimado

em USS 1,8 milhdes no ano de 1995.

De tempos em tempos, aparecem estudos que apontam solugdes
diversas mas o fato & que, até hoje, 0 problema persiste e se

avoluma, em fun¢do dos seguintes fatores:

a) Resisténcia dos parasitos as drogas tradicionais,

b) Tolerancia dos vetores aos inseticidas,

c) Aumento de dreas desmatadas e desflorestadas, e

d) Populacdes ndo adaptadas, que imigram para tais dreas de

risco (motivos econdtmicos e outros).

Quanto a este dltimo fator, & sabido cque alguns habitantes
oriundos dessas regifes desenvolvem uma resisténcia parcial a

doenca.

Distribuicdo de medicamentos, (drogas, vacinas), Saneamento
Bdsico e Controle do Vetor (bioldgico, quimico), serdc medidas

altamente necessarias e devem ser bem eficazes nessa iuta que
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pode ser wvencida transformando totalmente o desenvolvimento
dessas regides. Deixemos gque somente a Histéria registre tal
periodo que Jja se faz longo demais. De fato, em outras regildes
do mundo a erradicacdo total da maldria Jjd aconteceu, 0 que
comprova e estimula nossos objetivos.

Os fatores acima indicados porém devem estar associados: hd a
necessidade do medicamento e de sua distribuicdo eficiente, mas,
0 saneamento deve vir garantir menores riscos, gradativamente,
de tal modo gque futuramente nem haja mais a necessidade do
medicamento pois a existéncia desse ndo &, em absoluto,
suficiente para garantir ¢ desenvoivimento real das regifes e
melhora da quaiidade de vida. De fato, ninguém se aventura a
correr o risco de contrair doengas graves, pela simples
existéncia de um medicamento, por mais eficaz que ele seja. Por
outro lado, estratégias isoladas de combate & maldria, como por
exemplo, apenas o saneamento Dbasico, mostraram-se carissimas,

giém de ineficientes.



1.2 - A DOENCA:

A maldria, em seres humanos pode ser causada por uma das quatro
especies do protozodrioc (organismos unicelulares) do genero
Plasmodium: F. vivax, FP. ovale, P. malarige e P. Ffalciparum.
OQutras centenas de Plasmodium podem causar a maldria, mas ndo na
humanidade. As quatro espécies de Plasmodium que infectam o
homem, apresentam algumas diferencas no seu ciclo de vida,
causando sintomas caracteristicos. P. falciparum & a mais grave,
pois causa fortes dores de cabega e derrame cerebral, sendo

responsdvel por 80% das mortes por maldria (KLAYMAN, 1989).

No ciclo basico da doenca tem-se como vetor e hospedeiro
intermediario, o mosquitc Anopheles darilingi o qual, portador do
Plasmodium, 1infecta o homem no momento em que este €& picado.
Poucas espécies do género Anopheles {existem cerca de 150
espécies) transmitem & maldaria nos seres humanos e somente a
fémea - que necessita alimentar-se de sangue - & capaz de
penetrar a pele com sua picada. Assim, ela injeta na corrente
sanguinea o Flgsmodium na forma de esporozoitos que atingem o
figado e se transformam em meroczoitos. Os merozoitos retornam &
corrente sanguinea invadindo o0s gliobulios vermelhos onde se

reproduzem na forma de equizonte e, se ndo houver tratamento,
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podem destruir as células, causando febres, anemias e
complicacdes em orgdos vitais como figado, puimbes e cérebro
(Fig.1l). F”orrhas gaméticas do parasita, também se diferenciam e
se muitiplicam, e quando o individuo é& picado, 0$ esporozoitos
migram para &s gtandulas salivares do mosquito, havendo portanto
como que wum refluxo, que causara novas infeccles nas pessoas

subsequentemente atingidas.

ANOPHELES
(MOSQUITC)

N, L S
P v

o
: mammi:m{

<2 &

A= esquizonts 7. N
-t erfegchivo C

"2.1 - HOSPEDEIO MAMIFERO =~ " i

Figura 1. Ciclo biolégico da malédria.



1.3 - 0S MEDICAMENTOS:

As drogas visam destruir o parasito na forma de merozoitos,
antes que este destrua os gldbulos vermelhos. Atée 1630, ndo se
tinha um <tratamento seguro para a doenca. Foi através dos
jesuitas ¢gue se teve 0 conhecimento da utilizacdo da casca da
arvore (C/ftincona, entdo utilizada pelos Incas, no Pera. Em 1742,
pesquisadores franceses isolaram o principio ativo, um alcaldide
que chamaram de quinina. A droga, de origem natural ou
sintética, bem como as moléculas derivadas, passaram a ser
amplamente utilizadas até os dias de hoje. A quinina porém, e
seus derivados, como a mefloquina e a cloroquina, podem causar
efeitos colaterais prejudiciais & audicdo e ao figado, além de
provocarem aiucinac¢bes, e, 0 mais grave, & que 0 parasita vem
adquirindo resisténcia & quinina e a seus derivados. O
Plasmodium falciparum, por exemplo, jd ndo pode ser controlado
por medicamentos unicamente a base de quinina. S40 necessarias
associacOes de medicamentos, como recentemente foi testado no
Brasil: as drogas meflogquina e artesunato de sodio (derivado da
artemisininal, aplicadas em garimpeiros com a doenca,
apresentaram cura de 100% (GONDIN, dados ndo publiicados).

Na Colombia e nos EUA vém sendo desenvolvidas pesquisas sobre

uma vacina, motivadas pelo fato de habitantes de regifes de
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maldria terem desenvolvido resisténcia parcial a doencga. 0s
experimentos ja ofereceram 60% de controle do Plasmodium,
utilizando-se proteinas que inibem o desenvolvimento das formas
esporozoites e merozoites (FERREIRA, 1993; NUSSENZWEIG & LONG,
1994).

De fato, a busca por novas drogas antimaldricas reiniciou-se
mais fortemente, héd pouco mais de 20 anos Jjustamente motivada
pelo aparecimento das formas de P. falciparum, resistentes a4
cloroquina, o medicamento mais eficaz até entdo. Pesquisadores
chineses 1iniciaram testes com uma espécie da sua flora e de sua
medicina tradicional, com registro de que, hd mais de 2000 anos,
era wutilizada para curar febres renitentes; a espécie era a

Artemisia annua L..

Coincicentemente, na mesma época em 1972, pesquisadores chineses
e yougosiavos isolaram da  A. annua L., uma tactona
sesquiterpénica que passou a ser intensamente pesquisada no
mundo todo, oferecendo controle eficaz para todos os tipos de
malaria, inciusive Jdqueles que apresentavam resisténcia a
clorogquina. 0s chineses chamaram & mesma motécula ativa contra o
Plasmodium, de Qinghaosu, erva verde, e 0SS yougoslavos, de

artemisinina (KLAYMAN, 1989).
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A partir da artemisinina, biossintetizada pela 4. annua, foram
obtidos outros compostos por semi-sintese, tais como: artesunato
de sodio, arteméter e arteéter. Esses compostos, apresentando
diferentes solubilidades, permitiram novas formas de se
ministrar os medicamentos tornando-o0s mais efécazes no compate a

matédria (Fig. 2).
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Arteméter R = CH;
Arteéter R= CH2CH3
Artesunato de sodio R= COCH,CH;COONa

Figura 2. Estrutura dos principais compostos isolados de 4.

annua .., e derivados semi-sintéticos artemisinina.
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1.4 - MODO DE ACAO E DOSE DA ARTEMISININA:

A artemisinina, podendo ser administrada pela via vretal,
(através de  supositério) promove a rapida absorc¢cdo do
medicamento atingindo diretamente a rede sanguinea Tocal,
penetrando nas hemaceas e destruindo a membrana do Plasmodium.
BRUNETON (1993) relata que a dose eficaz para o controle do
Plasmodium foi de 0.9 a 1.2 g de artemisinina (suspensdo-IM),
por individuo, em 3 dias. No entanto, devido a artemisinina ser
pouco solfdvel em édgua e em fase Iipidica, uma solugdo injetavel
de artemeéter, via IM, foi mais eficaz nos casos de maidria
cerebral na dose de 0.6 g de arteméter, em 3 a 4 dias. De fato,
por via oral, a artemisinina ou seus derifvados, sdo rapidamente
absorvidos, transformados e excretados, enquanto que, por via
IM, produzem efeitos mais prolongadcs (C.C.R.G.Q., 1982A,B).
Dati, a vantagem de se ministrar os derivados semi-sintéticos que

permitam a utilizag¢do por outras vias.
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1.5 - ORIGEM E EVOLUGAO MICROMOLECULAR:

A familia Asteraceae é um bom exemplo de sucesso guimico. Sua
sobrevivéncia e predomingncia nos dias de hoje, se deve a sua
maquinaria quimica. Realmente, compostos como Tactonas
sesquiterpénicas tornaram-se ndo volateis por processcs
oxidativos, tendo atividades herbicida, inseticida e redutoras
da digestibilidade, para muitas espécies (SABATINI, comunicacdo
pessoall.

A forma dos organismos (morfologia) & resultado da organizacdo
espacial das macromoléculas, como polissacarideos e proteinas,
0s gquais sdao formados por caminhos metabdlicos denominados de
“metapolismo primario”. 0 excesso desses precursores {overflow)
que ndo & utilizado na construcdo dessas macromoléculas é usado
no metabolismo especial para a producdo de micromoléculas, tais
como altcaloides, terpentéides e policetideos. A distribuicdo
esporadica e heterogénea desses metabdlitos especiais em
plantas, atiada a sua toxidez para herbivoros, foil responsavel
pela atribuicdc de uma fungdo de defesa, como Unica
justificativa para & produgdoc desses compostos que ndo pertencem
ao metabolismo primdrio (FUTUYMA & SLATKIN, 1983; SPENCER, 1988;

HARBONE, 1988 e 1989; e HASLAM 1989).
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0 avango evolutivo de Tlinhagens procarigticas primitivas foi
acompanhado peloc desenvolvimento dos caminhos do metabolismo
especial , secunddrio, baseado no acetato (dcidos graxos
saturados ), mevalonato (esqualeno, hopanéides e carotendéides) e
chiquimato (até fenilalanina e tirosina). Mecanisticamente,
todas essas reacfes podem ser explicadas apenas por reducdes e
desidratacdes (condensac¢Bes) envolvendo, muito raramente,
oxidacBes. A expansdo oxidativa desses caminhos ocorreu por
volta de 2000 miih8es de anos atras, devido a0 aumento da
concentracdo do oxigénio atmosférico, antigo produto de excregdo
das atividades fotossintéticas das <cianobactérias. Dessa
maneira, dcidos graxos insaturados, esterdides e outros
terpentéides puderam ser formados. Algas sdo constituidas
predominantemente por derivados das vias do acetato e do
mevalonato, como policetideos e terpendides, estando o caminho
do acido chiquimico restrito até a fenilalanina e a tirosina
(BORIN, 1993).

A expansdoc da via do chiquimato pds-fenilaianina, Tevou ao
desenvolvimentc de uma verdadeira mdaguina vegetal, adaptada as
condi¢Bes do ambiente terrestre. Essa “inovacdo” metabdlica, foi
a mais importante novidade evolutiva que permitiu o aparecimento
e a manutencdo das plantas neste novo ambiente (GOTTLIEB, 1989).

Desse modo, a desaminacdo e a oxidacdo da fenilalanina
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produziram dcidos cinamicos que sdo precursores de flavondides e
tigninas, substdncias responsdveis pela protecdo contra 0s raios
Uv e pela dureza dos tecidos vegetais, respectivamente. Essa
rigidez permitiu o aparecimento de um sistema vascular,
responsavel pela conducdo da dgua e nutrientes captados pelas
raizes e também das subtdncias fabricadas nas extremidades
achatadas dos ramos, (folhas primitivas) por todo vegetal.
Secundariamente, a toxidez dessas micromoléculas, devido a
presenca de hidroxilas fendlicas, conferiu uma protecdo gquimica
as plantas, contra outros organismos, como fungos e animais
herbivoros.

Um esquema biossintético da formacdo das classes de metabolitos

especiais € mostrado na Fig. 3.
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Policetideos

Terpenoides

4

Acido 2c6tiCO = Acido Mevaldnico ———-
Esteroides

Ale. Quimolizidinicos

Ciclo de Krebs Ale. Pirrolizidinicos

CARBOIDRATOS Alc. Tropanicos

3
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} [ L 4
Polifenois Alcaloides Alcaloides  Flavonoides Ligninas
Galicos Antranilicos Benzilio- Proantocianidinas
\J
L 4

quinoiinicos Lignanas  Neolignanas

Figura 3. Esquema biossintético geral da formacdo das classes
de metabd&litos especiais (GOTTLIEB,1992).



1.6 - A BIOSSINTESE DA ARTEMISININA:

Embora a via biossintética para & artemisinina e aiguns de seus
precursores ngo tenha sido estabelecida, alguns passos de
biotransformacdo tém sido elucidados 7n vitro e in vivo.

FPP é considerado o precursor para 0s sesquiterpenos, AKHILA ef
al., (1987). Esses autores propuseram uma via biossintética
compieta para a artemisinina, iniciando-a a partir do [IPP
(Fig.4). A via para o acido artemisininico proposta por AKHILA
et al7. (1990) ¢é baseada no seguimento do dcido mevaldOnico
marcado (14C/3H), partindo-se da ciclizagcdo do cis-FPP. Os
estudos desses pesquisadores, ndac reconhecem o) acido
artemisininico como precursor da artemisinina, mas outros
autores (EL-FERALY et g7., 1986; ROTH & ACTON, 1987; ROTH &
ACTON, 1989; JUNG et a7., 1990; KIM & KIM, 1992; SANGWAN et a/.
1993 e FERREIRA, 1994) consideram o é&cido artemisininico como

precursor para ambes, artenuina 8 e artemisinina.



16

FOTOSSINTESE
l e — )\/\ —_— /‘L\/\
.
CH-QD-8CoA i HOOC \)\/\ow o opp
Acido mevalénico I-PP  isopentenil DMA-PR
difosfato

DMA-PP + |.pp —— /)\/\/K/\
oPP

G-PP  Geranil difosfato

G-PP + I-PP ““_./K/\/K/\/L\/\OPP <SESQUITER?ENOS
ESTEROIDES

F-PP Farnesil difosfato

Cadinana

NETIE

a5y 7T

T

1- epoxidacgdo

Y

2-deoxigenagao
3-lactonizagao

CooH

Acido arternisininico . ) )
Epi-deoxiartenuina 8

TN
T

i T

H

{H

Artenuira C Artemisiteno Artenisinina

Figura 4. Via biossintética da artemisinina, & partir do FPP
(Woerdenbag et a/., 1990)



17

1.7 - A PLANTA: FONTE DOS PRINCIPIOS ATIVOS ANTIMALARICOS:

A A. annua L., tem sido uma espécie bastante estudada em muitos
centros de pesquisa no mundo, na década atual, e diversas sdo as
atividades bioldgicas citadas. A principal indica¢do, é sobre a
grande eficdcia no controle do Plasmodium da maldria, atividade
devida a seu constituinte, “artemisinina”, mais eficaz que a
mefloquina, como j& foi mencionado. Sendo um medicamento ja em
uso na China, o0 ocidente se esforca por obter a tecnologia de
producdao da espécie e dos medicamentos. Por outro lado, para
efeito de regisiro dos medicamentos no ocidente, sdo exigidos
procedimentos de validagdo especificos, que diferem daqueles
aceitos no oriente. Um ponto que causou polémica entre os
presentes, por ocasido do Congresso Internacional de Plantas
Medicinais de Maastrich - Holanda/92 - foi o da obtencdo da
matéria prima na China: foi declarado naqueie evento, por
participantes da Repiblica Popular da China que naquele pais a
A. annua, L. ndo & cultivada racionaimente - pois e ate
considerada “espécie invasora”- e toda a matéria prima provém de
dreas infestadas. Segundo tal relato, ndo haveria como
eguacionar-se a producdo do medicamento. Para viabilizar a
producdo, dentro da  economia  ocidental, prevé-se como

indispensavel, o cultivo da matéria prima. Assim, deverdo ser
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garantidas a qualidade e as quantidades, através do cultivo e
melhoramento genético para se obter, do ponto de vista
agrondmico e industrial, maiores teores de principics ativos e
outras caracteristicas fundamentais. Estudos mostraram também
que a obtencdo da artemisinina por sintese total seria inviavel
economicamente, embora possivel, devido ac grande ndmero de
etapas e baixo rendimento. O cultivo de células em suspensdo ¢
outra técnica que vem sendo pesqguisada, assim como o uso de
olicitores enzimaticos, precursores e técnicas de raizes
transformadas, todas visando aumentar 0S teores de principios
ativos (WOERDENBAG et a7, 1991, 1993; BROWN, 1994; PELLEGRINO et
al., 1995). Isto, para competir com os rendimentos possiveis via
“cultivo da espécie”, hoje o caminho mais aceito para maior

producdo dos medicamentos (WOERDENBAG et a7, 1990).



19

Figura 5. Planta de A. agnnua L.,(hibrida “Ch.x Viet.55”, em

estadio de corte), cultivada no CPQBA.
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1. 8 - DESCRICAQC BOTANICA E DISTRIBUICAOQ:

Familia: ASTERACEAE

Tribo: ANTHEMIDEAE

Nome cientifico: Artemisia annua L.
Mome vulgar: Artemisia

Espécie anual, herbdcea, ereta, de altura que varia entre 0.80
a 1.50m, ramos suicados; folhas simples, alternas,
pinatisséctas, membrandceas, CcOm pontuacBes glandulosas, pelos
esparsos em ambas as faces, peciolo em torno de 2.0cm de
comprimento, limbo com cerca de 5.0 a 9.0cm de comprimento e 3.0
a 5.0cm de largura:; flores ordenadas em inflorescéncias axilares
e terminais constituidas em racemo composto, de capitulos
multifloros, cada capitulo pedicelado, com cerca de 2.5 mm de
comprimento e 3.25mm de largura, campanulado, constituidos de 8
3 10 flores femininas radiais e de 13 & 23 flores hermafroditas
no disco: bréacteas involucrais, escariosas, ovais, dispostas em
duas séries, com pontuacdes glandulosas no dorso, borda larga,
hialina, obtusa, com 1.7mm de comprimento por 1.2mm de largura;
receptdculo convexo; flores femininas esverdeadas, com corola
filiforme, coberta por glandulas hialinas esparsas, com cerca de
1.2mm de comprimento, estilete com ramos longos, dapice agudo;
flores hermafroditas amareio-esverdeadas, corola tubulosa, 5-

denteada, com 1.7mm de comprimento, anteras de base obtusa e
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apéndice apical acuminado, estilete de ramos curtos truncados no
dpice, com pélos coletores nos bordos; aquénio castanho-claro,
estriado, com cerca de 1.0mm de comprimento, papus ausentes. A.
annua L. possui ardéma balsamico e produz grande quantidade de
p6len. A sua antese inicia-se pela manhd, em torno das 8:30
horas e se extende ao longo do dia. A familia Asteracege Dum.
engloba cerca de 1100 géneros com aproximadamente 25.000
espécies, distribuidas em regifes tropicais, sub-tropicais e
temperadas. O género Artemisia, descrito por Lineu em seu
Genera Plantarum, em 1733, possui em torno de 400 espécies e ¢
encontrado basicamente na Europa e América do Norte (HEYWOOD &
HUMPHRIES, 1978). A espécie A. annua, nativa da Asia,
provavelmente da China, & wuma planta anual embora exista
descricdo de A. bpiennis Will. (USTERI, 1795)*. Sua propagacgo €
por sementes, aceitando, dentro de técnicas especificas, 8
reproducdo vegetativa por estacas e por cultura de tecidos. A
analise citogenética da A. annua L., indica que a espécie possuil
cromossomos pequenos , onde 2n=18, sendo a maioria metacéntricos
e, um par deles, portado de satélite (PINTO-MAGLIC ef a7.,
1995). A morfologia da A. agnnua L. é mostrada em detalhes nas

figuras 6, /7 e 8.

* Esta obra naoc pode ser consultada, fazendo parte do acervo de
obras raras da “The Bristish Library”, sendo permitida apenas
sua microfilmagem.
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Figura 6. Morfolgogia floral de A. annwuag: A. Capitulo. B.
Capitulo expandido mostrando cdlice com sépaias (s) e pétalas
{pe), receptacuio (r), pistilo marginal (p) e flores
nermafroditas internas (h). HNumerosos tricomas glandulares sdo
encontrados no receptdcuioc e flores do capitule. C. Corte
transversal do involucro. D. Detalhes das flores hermafroditas.

E. Trichoma (FERREIRA, 1994).
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2. OBJETIVOS

Considerando por um lado, o agravamento da malédria devido as
formas resistentes de Plasmodium aos medicamentos convencionais,
e por outro g eficdcia dos antimaldricos provenientes da A.
annua L., ja comercializados na China, vimos prosseguir estudos
para viabilizar o seu cultivo no Brasil.

Estudos anteriores realizados pela equipe do CPQBA j& definiam
procedimentos basicos de propagacdoc e de cultive indicando
pontos criticos quanto ao cultivo em regido intertropical como:
o florescimento precoce, a elevada  heterogeneidade das
populacOes, em biomassa e em teores de principios ativos, e a
influéncia da nutricdo (MAGALHAES, 1993; ALVES et a7., 1993;
FIGUEIRA, 1995).

Qutros trabalhos conduzidos na Suica pela equipe da MEDIPLANT
desenvolviam, através de selecdo e cruzamentos, hibridos ricos
em Diomassa e em principios ativos (DELABAYS et 47., 1992:
DELABAYS et al., 1994).

A partir destas pesquisas pudemos definir trabalhos

subsequentes, com o _objetivo principal de adquirir a tecnologia

para a producdo, em quantidade e qualidade, dos principios

ativos da espécie A. annua L., favorecendo & 1industrializacdo

eminentie dos medicamentos antimaldricos.




Para prosseguirmos neste objetivo, elegemos como metas:

- 0 estudo da biologia da reproducdo,
- A selecdo e o melhoramento genético para cultivo em regido
intertropical, e

- A influéncia da nutricdc nitrogenada.

A composic¢do da tese foi estruturada em Capitulos, abrangendo 6
principais pesquisas realizadas no Brasil e na Suica nos Gitimos
dois anos.

Os capitulos de I a VI, seguem a ordem cronoidgica das
investigacles, as qguais foram desenvolvidas em consequéncia do

inter-relacionamento entre elas.
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CAPITULO I - ESTUDOS DO SISTEMA REPRODUTIVO DA A. annua L.

INTRODUCAQ:

0 estudo do Sistema Reprodutivo de uma espécie @ um  dos
primeiros passos para a realizacdo de programas de Selegde e
Melhoramento Genetico. Através desses conhecimentos €& que se
pode estabelecer wuma estratégia para o0s ganhos genéticos
desejados. Embora cada espécie tenha seu sistema reprodutivo
bdsico, as espécies ndo domesticadas ou em fase de domesticacdo,
podem apresentar certa variagdo nos diversos aspectos que
compbem © sistema reprodutivo (Taxa de cruzamento, viabilidade
de poien, etc..). Assim, PETER BLANC (1992) wverificou tais
variacdes, dentro de Timites estreitos, para 0s gendtipos de
A. annua, melhorados na MEDIPLANT. Portanto, as técnicas que
investigam: o sistema reprodutivo definindo taxas de alogamia, o©
aceite a propagacdo vegetativa, & producdo de péien e outras,
devem seguir cada genotipo de interesse durante 0
desenvolvimento do programa de selec¢do e melhoramento genético.

Neste trabalho, tivemos como objetivo definir as caracteristicas
bdsicas de reproducdo de alguns gendiipos que vém sendo

cultivados no CPQBA.
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MATERIAL E METODOS:

A. agnnua L.  foi introduzida no campo experimental do
CPOBA/UNICAMP, em 1987, partindo-se de sementes procedentes da
Europa, provavelmente Espanha. Em 1988, recebemos sementes de
procedéncia chinesa, através do Banco de germoplasma da Forga
Militar Americana.

Diversas variacOes morfologicas e fisioldgicas foram observadas
nessas populacdes quanto a idade de florescimento. Assim, uma
populagao ndo selecionada de origem chinesa apresentava trés
idades de florescimento: aos 2, 3 e 4 meses. Também ocorreram
plantas de crescimento em roseta, sem o desenvolvimento da haste
principal.

Posteriormente, em 1992/93, recebemos sementes hibridas da
MEDIPLANT, Suica, que foram denominadas de: Hibrida Sufca I e
Hibrida Suiga IZI.

Destes materiais, trés foram eleitocs para o estudo: uma
populagdo selecionada de plantas chinesas que floresciam aos 4
meses, e 0S Hibridos Suicos I e II. O ensaio foi conduzido em
casa de vegetacdo, com cinco plantas de cada material, e em
campo, com maior numero de plantas. O periocdo de cultivo foi de
julho de 1994 a janeiro de 1995, nas condicBes metereoldgicas

apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1 . CondicBes metereoldgicas no CPQBA, durante o ensaio.

Casa de vegetacdo Campo

T°C max. T°C min. UR % | T°C max. T°C min Chuva (mm)
dan./94 34.0 21.1 22.8 31.0 17.1 105.6
Fev. 37.7 21.9 24 .4 33.7 19.6 222 .2
Mar. 35.2 20.9 24.6 30.1 18.6 152.4
Abr. 32.75 19.1 23.3 29.7 15.7 53.2
Mai. 30.29 18.4 21.2 28.0 12.5 59.2
Jun. 29.20 14.0 21.3 25.4 8.8 33.2
Jul. 27 .33 14.0 18.5 28.0 9.1 36.2
Ago. 29.74 15.6 19.7 28.8 10.7 -
Set. 32.66 18.4 21.8 32.3 13.8 -
Out. 35.58 21.2 23.7 33.9 16.3 90.2
Nov . 35.84 19.7 22.3 30.4 14.9 169.0
Dez. 37.84 22.5 26.6 32.3 i9.06 223.2
Jan./85 38.36 22 .4 24 .8 32.7 17.9 186.1
Fev. 33.0 22.90 23.4 29.3 20.1 422 .3
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As mudas foram obtidas por sementes em sistema de tubetes, com
terra e homus de minhoca como substratc, dentro de viveiro sob
tela sombrite de 50% e em condigdes de temperatura ambiente. As
plantulas foram repicadas, de forma a se ter uma planta de 10cm
de altura por tubete. A sequir, aigumas mudas  foram
transplantadas para vasos em casa de vegetagdo e as demais o
foram para o campo experimental.

As plantas primeiras, isto &, as da casa de vegetacdo, foram
mantidas sob condictes ambientais de temperatura e irrigadas por
aspersores-pulverizadores.

No campo, &s plantas de cada lote, populacdo e hibridos, foram
cultivadas no espacgamento de 0,50 x 0,30m, e irrigadas por
aspersdo.

Quando as plantas atingiram o estadic de florescimento, as
inflorescéncias frescas, dos trés Tloctes, foram anatisadas em
laboratdéric para a verificacdo de variacdes morfoldgicas, tais
como: porte, disposicdo dos elementos florais e N de flores
pistiladas e mondciinas.

A receptividade do estigmg foi verificada, utilizando-se Sudam
II1 glicerinado (JOHANSEN, 1940).

A viabilidade dos graos de pdélen foi avaliada através da técnica
de coloracdo com Carmim acético (RADFORD er a7., 1974) e com

Verde malaquita/fucsina dcida (ALEXANDER, 1980). Utiiizou-se



p6len de anteras de vdrias flores. Esta verificacdo se baseia na
coloracdo do citoplasma do grdo de poién pelo corante: grdos de
nélen vidveis apresentam colora¢do purplrea, enquanto 0s
invidveis apresentam-se incoclores ou purplrea muito ciara, como
consequéncia da auséncia ou da pequena quantidade de citoplasma.
Para o0 estudo do desenvolvimento da flor e da técnica de
emasculac¢do, 10 capitulos por ramo de finflorescéncia foram
tomados aleatoriamente, nas plantas em vasos, ensacando-se
trés ramos.

Devido ao tamanho diminuto dos capitulos, em torno de 3,25mm de
largura por 2,5mm de comprimento e, conseguentemente, das flores
mondéclinas, completas, com cerca de 1,7mm e as pistiladas com
cerca de 1,2mm, decidiu-se utilizar somente as flores do raio
{(pistiladas), para o acompanhamento dos testes de polinizacdo
controlada. Esta foi facilitada pela maturacdo centripeta das
flores do capitulo, as quais ficam receptivas primeirc
(pistiladas). De fato, as flores monb6clinas apresentam
protandria (oferecem o poélen primeiramente) sendo este um
mecanismo caracteristico para a familia (SMALL, 1915).

Para g emasculacdo ou retirada das flores monoclinas do disco, ©
ramo de capitulos selecionados foi ensacado e 0  seu
desenvoivimento fol acompanhado até as flores do raic tornarem-

se receptivas (abertura das papilas estigmaticas, com sua
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superficie briihante). Assim, considerou-se como estadio ideal,
aguele onde todas as flores estavam bem desenvolvidas,
principalimente as pistiladas, estando 0s ramos do seu estiiete
bem abertos e acima da corola. Neste estadio, as flores
monociinas mais proximas do raio, deveriam apresentar a
syperficie da corola amarelada, demostrandc a grande quantidade
de poélen produzida e & eminéncia da abertura das flores (pre-
antesejl.

Ap6s trés a quatro dias da retirada das flores mondclinas,
quando as flores pistiladas tornaram-se receptivas, alongando e
abrindo ©0s ramos do estigma, realizamos 0s testes de
polinizagcdo controlada.

As plantas dos trés lotes (4 meses, Hibrida Suica I e II), foram
utilizadas para os testes de polinizacdo controlada (manual),
tendo-se c¢inco plantas por Tlote, e nestas, dez capitulos por

ramo, para cada um dos seguintes tratamentos:

1. Controle: Dez capitulos em estédio de botdo, foram cobertos
por saquinhos de papel manteiga para determinacgdo da ocorréncia
de autopolinizacdo e avaliacdo da influéncia do vetor da

polinizacdo.
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2. Agamospermia: Dez capitulos foram ensacados em botdo com
posterior remocdo das flores mont6ciinas (emasculadas) e
novamente ensacadas sem polinizagdo manual para a determinacdo

da ocorréncia de apomixia.

3. Geitonogamia: Dez capitulos foram escolhidos, emasculados e
quando as flores pistiladas apresentaram-se receptivas, efetuou-
se a polinizagdo manualmente, utilizando-se poélen da mesma
planta (autopolinizagdo forcadal, para determinacado de
compatibilidade genética. ApG6s & polinizacdo, os ramos Toram

novamente ensacados.

4. Xenogamia: Dez capitulos passaram pelo mesmo processo de
emasculacdo e foram polinizados manualimente com grdos de polen
provenientes de flores de outro lote, para a determinacdo da

polinizagdo cruzada.

Q0 polen utilizado para as polinizagles foi coletado de flores
monécliinas em fase de apresentacdo do podlen.

Ocorreu também o acompanhamento de plantas em condi¢bes de
campo, marcando-se alguns ramos a0 acaso que apresentavam
capitulos em botdo. Procedeu-se também ao isolamento de alguns

ramos para avaliacdo de polinizadores a nivel de campo.
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0s resultados obtidos nos tratamentos foram avaliados pela
producdo dos frutos.

0s capitulos dos tratamentos de autopolinizacdo e polinizacdo
cruzada, foram fixados em FAA-Alcool 70, em intervalos de 24 h
apds a polinizacdo, até 15 dias. Flores destes capitulos foram
preparados de acordo com técnica de MARTIN (1959), modificada
devido ao tamanho diminuto das flores. Assim, ndo se levou O
material & estufa, deixando-o em NaOH 9N, por 50min., em
temperatura ambiente e passando-o, a seguir, pelo processo de
tavagem cCom agua destilada. Entdo, as flores foram separadas dos
capitulos, depositadas em laminas, adicionando-se o corante azul
de anilina. 0O material foi observado para a averiguagdo da
forma¢do do tubo poiinico em microscopic de fluorescéncia.

0 estudo de possiveis polinizadores foi feito atraves de
observacOes visuais diretas no campo, em época de fleorescimento.
0s insetos que visitaram as pltantas foram coietados em sacos
nldsticos, congelados e conservados para a avaliagdo comparativa
entre o0s grdos de poélen depositades sobre o seu abdomen e o

poélen da ptlanta.
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RESULTADOS E DISCUSSAQ:

Tabela 2. HNomero médio de flores, frutos e percentual de
sucesso dos tratamentos (em funcdo da producdo de frutos/flores)
de A. arrua, L., "4 meses”.

Tratamentos Flores Frutos Sucesso %
Controle - Ensacado 300 50 28.57
Controle - Ndo ensacado 300 160 53,33
Agamospermia 59 0 0
Geitonogamia (auto-polinizacio forcada) 65 16 24.67
Xenogamia (polimzacdo com polen de H 1I) 67 47 70,12

Tabela 3. Nimero médic de flores, frutos e percentual de
sucesso dos tratamentos (em func¢do da producdo de frutos/flores)
de 4. agnnua, L., “H 11”7,

Tratamentos Flores Frutos Sucesso %
Controle - Ensacado 240 50 28.83
Controle - Nao ensacado 240 120 50,00
Agamospermia 60 0 0
Geitonogamia (auto-polinizacdo forgada) 64 14 21,87
Xenogamia {(polinizacdo, com polen de “4 meses”) 65 42 64,61
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Tabela 4. NUmero médio de flores, frutos e percentual de
syucesso dos tratamentos (em fun¢do da producdo de frutos/flores)
de A. gnAua, L., “H 1".

Tratamentos Flores Frutos Sucesso %
Controle - Einsacado 230 60 26.08
Controle - N&o ensacado 230 100 43.48
Agamospermia 51 0 0
Geitonogamia (auto-polinizagdo forcada) 57 15 2631
Xenogamia (polinizagdo, com polen de “H 1I™) 55 36 65.45

Dos trés tipos de plantas analisadas, a “4 meses” é& a que
apresenta maior n°. de flores por capitulo, tendo-se a impressdo
de que o capftulo é maior, com cerca de 30 flores, das quais
aproximadamente 9 sdo pistiltadas e 21 sdo completas. A “H 117,
apresenta, em média, 24 flores, das quais, aproximadamente, 9
sao pistiladas e 15 sdo completas. A “Hibrida I” apresenta, em
média, 23 flores, sendo 7 pistiladas e 16 completas.

A receptividade do estima das flores pode também ser feita
visualmente, pois nesta fase, o0s ramos do estigma tornavam-se
brithantes e bem abertos.

As flores dos tratamentos de autopoliniza¢de, preparadas e

analisadas em microscépio de fluorescéncia, com 3 repeticdes,

evidenciaram que ndo havia formacdo do tubo polinico, na maioria
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dos casos, levando a concluir-se que se tratava de
autoincompatibiiidade esporofitica, ficando a inibigdo a nivel
do estigma. Mesmo em alguns casos, onde o polen iniciava a
germinacdo, 0 crescimento do tubo era inibido ao entrar no
estigma.

Em condig¢do de campo, foram observados insetos polinizadores,
sendo o©0s mais frequentes e abundantes: Apis melifera e
Tetragonr7sca sp (abelha Jatail.

Estes, sobrevoam 0s capitulos pousando neies e coletando podien.
Ao comparar 0 poien retirado da escops e abdomen dos insetos,
com o pOlen da A. annua, constatou-se tratar-se do mesmo tipo,
embora polens de outras espécies também estivessem presentes. De
fato, as abelhas como polinizadoras oportunistas, ndo tém uma
tnica preferéncia na coleta de pdiens.

£ indicado também para a espécie A. gnnua L., a polinizacdo
anem¢fita, devido & grande quantidade de pdlen produzido e por

este apresentar-se quase sem ornamentacdo (l1isoJ.



CONCLUSOES:

-0s dados obtidos indicam a ocorréncia tanto de polinizacdo
cruzada, como, em menor grau, de autopolinizacdc. A primeira,
nortanto, formande maior numero de frutos, enquanto poucos sdo
formados por autopolinizacgdo.

-A espécie ndo produz frutos por apomixia.

-No caso do controle, ocorreu major producgdo de frutos nos ramos
nio ensacados e, nas condigbes de campc, a produgdo foi bem
maior devido a presenca dos vetores de polinizagdo: vento e
insetos.

-A taxa de alogamia dos gendtipos estudados foi elevada, de 72 a
80%, indicando a possibilidade de obtencdo de hibridos e de
ganhos genéticos rdpidos, Jjd cue a espécie aceita também a
propagacdo vegetativa e existe variabilidade a ser explorada.
-Sendec baixa a taxa de autogamia, aproximadamente Z20%, o0s
cruzamentos visando a obten¢do de hibridos, dispensam 3
emasculacdo. De fatc, os trabalhos de PETER BLANC (1992)
sugerem & ndo separacdc entre as sementes hibridas e aquelas
provenientes de autofecundac¢do, considerando que as dltimas
representam taxa de autogamia entre 10 e 20%, com peguena

participacdo nas populagdes.



CAPITULO II - A. anmnua, L.: SELECAO DE GENOTIPOS DE

FLORESCIMENTO TARDIO.

INTRODUCAQ:

Nos estudos da 4. annua no CPQBA utilizou-se, inicialmente, a
selecdo massal simples coihendo-se sementes de plantas de
florescimento tardio e de maior biomassa, dentre popuiacdes de
grande variabilidade. Tinha-se assim, apenas 0o controle do
progenitor femininoc e 0o processo era repetido em geragdes
subsequentes, cultivadas 1dsoladamente. Estariamos caminhando
para uma populagdo endogamica superior, se ndo fosse a
caracteristica de forte alogamia da espécie, mencionada no
Capitulo I e também por PETER BLANC, (1992). De fato, logo se
evidenciou que 0S progressos esperados eram apenas parcialmente
observados. Havia incompatibilidade, Justamente com gendtipos
proximos, e as sementes cclhidas numa populac¢do eram, na sua
maioria, provenientes de cruzamentos entre genétipos distintos,
acarretandoc progénies segregantes.

J& a selecdo massal realizada pela MEDIPLANT, centralizava o seu
programa de methoramento, na escolha de individuos superiores em

biomassa € em teores de artemisinina. Como, por questdes de
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fotoper iodo e de temperatura, ndo se tinha a formagdo completa
das sementes a nfivel de campo, nem a ac¢do de polinizadores,
naquela regido da Sui¢a, o processo de melhoramento passou pela
clonagem dos individuos superiores e cruzamentos, em condigdes
controladas, onde se conheciam os dois progenitores. Assim, de
forma imediata, obteve-se populacdes uniformes, pois, com a
baixa taxa de autofecundacdo, as sementes produzidas eram quase
gue exclusivamente dos progenitores eleitos, ou de um deles por
autofecundag¢do. Trabalhando entdo, com populacBes provenientes
da China e do Vietnam, encontrou-se individuos ricos em
Artemisinina, =>1% sobre o peso de folhas secas, enquanto
tinhamos 0.2 & 0.4% nas nossas populagBes. Por outro tado, a
auséncia de fotoperiodo favordvel ao florescimento, na Suica,
permitindo o desenvolvimento pleno da biomassa na populacdo,
possibilitava a selegcdo de individuos de maior Dbiomassa.
Determinados hibridos, assim chamados, embora 05 progenitores
ndo fossem iinhagens puras obtidas por endogamia e sim genotipos
superiores clonados, promoveram ganho denético enorme, em
relacdo aos rendimentos citados na literatura (LIERSCH et a7.,
1986; SING el a7., 1988; WOERDENBERG er a7., 1990, 1994; CHARLES
et al., 1990; SHARMA et g7., 1991; LAUGHLIN, 1994; CHAN et al.,

1995).
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De fato, & grande dificuldade para o cultivo da A. annua em uma
regido intertropical, onde a maléria estd normalmente presente,
& o fendmenoc do florescimento precoce e irregular. Plantas
quando f lorescem cedo, paralizam seu crescimento, ocasionando
baixos rendimentos de artemisinina. OQutro probiema & que, com o
fiorescimento precoce ou irregular numa populacdo, as operacdes
mecanizadas necessdrias a um cultivo em larga escala, seriam
dificultadas.

Aproveitando o programa de melhoramento da A. annua desenvolvido
pela MEDIPLANT (DELABAYS, 1994}, o qual ja vinha selecionando
estirpes ricas em artemisinina e de boas quatidades agrondmicas,
como ja foi mencionado, dirigimos entdo a selecdo e o
melhoramento, para obter gendtipos de florescimento tardio ou

uniforme que pudessem ser cultivados no Brasil.
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Tabela 6. Composicdo do substrato organo-mineral.

pH (H0) N P K Ca Mg Salinidade

micro-mole/L u-S

6.0 8435 1180 2237 5020 954 1353

valor médio: 23.75°C Variancia: 5.67 Fcart-Tipo: 2.38

Min./Max.: 20.7/27.1°C
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Figura 9. Temperatura didria no interior do Fitotron.
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As amostragens de folhas para as determinacgles de artemisinina
eram real izadas no momento do corte das plantas e este, definido
no estddio de inicio de florescimento. Aproximadamente 10 folhas
eram colhidas de cada planta, no ter¢o médio superior. As
amostras eram deixadas em peguenos sacos de papeil, e secas em
estufa com circulacdo forcada de ar, a 35-40°C, por 24 horas. 0
material seco era moido manualmente ou em moinho e, apés
homogeneizacdo, tomava-se 100mg, pesadas em balanca analitica
de 4 casas decimais. As amostras pesadas eram transferidas para
tubos de ensaio apropriados para o misturador “Politron” e
recebiam 5mbL de toluenc, aplicados com pipeta automdtica. Esta
operacdo era realizada em capela, e as amostras passavam pelo
“Politron” por 30 segundos. A cada amostra, Tavava-se a haste do
aparetho com tolueno, sendo o0 mesmo tubo de lavagem utilizado
para duas amostras. Quando 8 amostras eram preparadas dessa
forma, Sseguiam para uma centrifuga com capacidade para 8 tubos,

reguiada para 3770rpm, por 5mn. A seguir, aplicava-se 1lul do
sobrenadante de cada amostra, em c¢romatoplaca de silica - Merk,
modelo 60FZ54.

A aplicagdo na placa era realizada com capilares de 1 ui,
acopiedos 4 mesa de aplicacdo da CAMAG, modelo Nanomat III. As

aplicacBes na placa eram realizadas conforme a Fig.l10.
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Todos os procedimentos, desde a aplicac¢do do tolueno até a
deposi¢cdo das amostras na placa, eram realizados rapidamente
para evitar perda de tolueno. Mesmo assim, essa perda foi
guantificada conforme a tabela 7.

A solucao de migracdo era constituida de: 35mbL de éter de
petréleo, extra puro, 10mL de dietil éter, anidro, e 0.5mL de
dcido gtacial 100%. Utilizava-se um papel de filtro, dentro da
cuba, para manter seu interior uniformemente saturado.

A solugdo de revelacgdo era preparada tomando-se primeiro, 500mg
de Vanilina e 4mL de 4cido sulfarico (1). A seguir, misturava-se
200mL de acido acético com 4mL de dcido suifurico (2). Juntando-
se (1) e (2), e mais 2mL de anisaldeido, vertia-se a solucdo
final numa pequena cuba e apbds aguardar uns 15 segundos, a placa
era merguihada, verticalmente, com precisdo (DELABAYS, 1992).

A placa seguia para aquecimento em chapa aquecida (superficie
aquecida em contato com a parte inferior da placa, com as
aplicacdes voltadas para cima e ndo em contato direto com a
chapa). A placa era colocada na chapa em aguecimento, a partir
de 50°C e, quando atingia 110°C (aproximadamente 4 minutos), as
manchas eram bem visiveis e as placas eram retiradas do
aquecedor . Eventualmente, procedia-se a limpeza das placas antes

das apiicaclbes fazendo-as migrar em metanol por 25 minutos. Este
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procedimento era realizado quando utilizavamos placas que haviam
sido mal acondicionadas (caixas abertas, etc..).

Para a conservagdo das placas apo6s a revelagdo, eram eias
mergulhadas em cuba com uma solucdo de n-hexano e parafina, na
propor¢ao de 5:1 e, ap6s secagem em temperaturg ambiente de 22-
25°C, eram cobertas com folhas de aluminio. As estimativas
visuais eram realizadas por 4 pessoas e, o valor considerado era
a media dessas estimativas. A seguir, para comprovagdo, as
piacas eram passadas por densitOmetro CAMAG-CCD, modelo Scanner
IT e os resultados eram bem proximos as médias das estimativas

visuais, conforme exemplo da tabela 8.
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Tabela 7. Perda de tolueno, em porcentagem (sobre o0 peso
inicial de b5ml de tolueno + 100mg da amostra) durante o
procedimento analitico, em ambiente a 28-30°C.

Aumostras Apos o Politron (%) Antes da aplicagdo (%)
1 3.49 4.58
2 3.00 5.19
3 3.64 4.46
4 2.46 4.08
5 2.74 3.86
Meédia 3.09 4.43

Devido aos baixos valores de perda de tolueno, optou-se por ndo
se avolumar as amostras antes da deposicdo, admitindo-se haver a
mesma perda para todas as amostras de cada seqgléncia de

determinaces.
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Tabela 8. Exemplo de resultados de artemisinina de diversas
amostras, por estimativa visual e por leitura em densitdmetro.

Amostras Estimativa visual Densitdmetro
1.1 0.98 0.91
1.2 1.13 1.20
1.3 1.25 1.25
2.1 1.05 0.97
2.2 1.18 1.23
2.3 1.10 1.13
3.1 1.05 0.95
3.2 1.15 1.01
3.3 1.28 1.16
4.1 1.05 1.20
4.2 1.00 1.04
4.3 1.15 1.069
5.1 0.95 0.94
5.2 1.25 1.16
5.3 1.03 1.00
6.1 1.13 1.10
6.2 1.08 1.06
6.3 1.08 1.10
7.1 0.63 0.65
7.2 0.70 0.74
7.3 0.78 0.84

Observa-se que o0s valores da estimativa visual, média de
valores estimados por 4 pesscas, 540 Dbem proximos aos da

Teitura em densitémetro (ré=0.82).



RESULTADOS E DISCUSSAQ:

Tabela 9. Nuomero de plantas em comego de florescimento, dentre

12 plantas de cada estirpe, durante desenvolvimento em
fitotron.

Dias apos otransfer Meédia | Var.

transplante (DAT) >| 35 42 49 56 63 70 77 “de DAT

no Fitotron

V.clone27 (Clone) ok ko REE O Rk 67 67
Viet. 1 (Pop.) * Fkkdkk® kkkkk 71 93
Viet. I (Pop) | * khE KRR * ek 57 | 111
Madagascar (Pop.) o EEER Ak wx R* 54 197
ChBenakis __ (Pop.) | **** T T * 51 | 172
Vi26xVi55  (Hibr) FhE kEAEE kR ok 58 55
6 x Vi27 (Hibr ) *hok  okdckkk kokk * 57 43

6 x Vi26 (Hibr ) wEkEK ok * ok ok 58 92
6x Viid7 __ (Hibr) % T T T T I T 50 | 75
6 x Viss (Hibr ) Bk kkkE ey * * 52 75
6xVill7 (Hibr) * ok EREX Ak * * 52 75
Observa-se que a estirpe mais tardia foi a “Viet. I”, cujo
florescimento foi iniciado somente aos 70 dias ap6s o

transplante. As outras estirpes floresceram bem mais cedo, entre

51 e 59 DAT, sendo o clone “Vi277, de florescimento

intermedidrio, 67 DAT. A variancia observada neste clone pode

ser considerada como uma estimativa da variacdo ambiental neste

experimento. Comparando-a com as variacdes encontradas nas

demais estirpes, teremos uma indicacdo da componente genética da
variancia.

A esse respeito, as populacfes mostram claramente a

presenca de variacdo genética quanto a data de florescimento,
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especialmente: “Viet.II”, “Madagascar” e “China Benakis”. Por
outro Tlado, os hibridos revelam nenhuma ou pouca variacgdo
genotipica. Assim, considerando as médias e variancias
observadas sobre a data de florescimento, a selecdo para este
pardmetro se faz mais interessante nas populagles “Viet.II”,
“Madagascar” e “China Benakis”, onde temos maicr variabilidade
a ser expiorada. 0s hibridos “6 x Vii 46", “6 x Vii 477 e “6 x
Vi 55”7, embora de florescimento relativamente precoce, também
se mostraram interessantes, devido ao florescimento da maioria
das repeticles ser concentrado em poucas semanas, sugerindo

uniformidade de flgorescimento.

Tabela 10. Rendimenios de folhas, talos e rafzes, proporcdo
folha/talo, teores e rendimentos em artemisinina de 12 estirpes
de A. annua, L., cultivadas em vasos em fitotrons (média de 12
repeticdes).

Folhas Talos | Folhas/Talos | Raizes |Artemisininaj Rdt. Artem.
(g/ph) (g/p) (g/ph (%) (mg/pl)
V.clone27 {Clone) 1.08c 1.38¢ (.78b 2.50¢ 1.10a 11.9¢
Viet. | {(Pop.); 3.13ab | 4.89ab 0.68b 5.10bc 0.97a 30.4ab V°
Viet. ] (Pop.)| 2.00bc 2.42bc 0.83b 4 97bc 1.13a 22.6bc
Madagascar (Pop.)| 3.55a 5.03a 0.71b 10.53a 0.92a 316ab IV
Ch.Benakis (Pop.)| 3.14ab 4 33ab 0.73b 7.12ab 0.98a 30.8ab V¥
6 x Vii46 (Hybr.)| 2.85ab 3.40b 0.84b 7.97ab 0.98a 279ab ¥
Vi26xVissS (Hybr)l 1.95bc | 2.13bc 0.91ab 4.56bc 1.11a 21.7bc
6xVi27 (Hybr)| 36la 4.10ab 0.88ab 8.63ab 0.97a 35.2ab ¥V
6xVi26 (Hybr) 3.50a 4.03ab 0.87ab 6.79b 1.05a 36.8a VIV
6x Viid47 (Hybr)| 2.25b 2.14bc 1.05a 4 99bc 0.92a 20.7be
6xVi55 (Hybr) 32lab 3.57ab 0.90ab 7.30ab 0.94a 30.2ab VI
6x Vii 117 (Hybr.)i 2.79ab 2.66bc 1.05ab 5.19bc 0.89a 24 8b

As medias segutdas de mesma letra, ndo sdo diferentes ao nivel de 5% (Teste de Tukey).
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Sobre os teores de artemisinina as 12 estirpes ndo apresentaram
diferengas significativas, porém, sobre a producdo de folhas
houveram sensiveis diferencas, resultando em rendimentos de
artemisinina também significativamentie diferenfes. As melhores
estirpes e iguais entre si, estatisticamente, em rendimento de
folhas secas, foram: Viet I, Madagascar, Ch.Benakis, 6xVii46,
6xViz7, 6xVi2e, e 6xVibs (¥).
Um outro parametro de selecdo foil a relacdo folha/Talo,
importante para o processamento industrial, pois o talo contém
céras que dificultam o isolamento e a purificacdo da
artemisinina. Observa-se que esta relacdo & maior nos hibridos,
Ja como resultado dos critérios de selecgdo. Assim, os hibridos:
“6xVi 277, “6 x ViZ26”, e “6xVibh”, tiveram as melhores relacfes
de Folha/Talo (¥¥) Destes, o hibrido “6 x Vi26” apresentou o
mais alto teor de artemisinina e, portanto, foi a estirpe de
maior rendimento, 36.8mg/pl. Nenhum teor de 4cido artemisininico
foi encontrado nas estirpes estudadas.
Foi totatimente por acaso porém, (como 501 acontecer em muitos
tipos de experiéncias) que as repeticfes foram submetidas a
diferentes condicfes de temperatura, devido a uma limitacdo de
area dos fitotrons. Com este fato, porém, pudemos perceber

influéncias interessantes da temperatura ambiente (tabela 11).
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Figura 11. Determinacdes semanais de altura durante o ensaio de

selecdo de estirpes de A. annwa L. para florescimento tardio.

Observa-se na Fig.ll, que o crescimento das estirpes (altura),
manteve a mesma relacdo entre elas durante o desenvolvimento
semanal, 1indicando que a taxa de crescimento & caracteristica

bem definida para cada gendétipo.



Tabela 11.

Rendimentos de folhas,

talos e rafzes,

A

5

proporgao

Foltha/Talo, teor e rendimentos de artemisinina de 12 estirpes
de A, @#snua L., em duas condicgbes de temperaturas*, cultivadas
em vasos, em fitotrons (médias de 6 repeticgdes).

Folhas Talos Folha./Talo Raizes Artemising  Rdt. Artem.
- {g/ph) (g/ph (g/pl) (%) (mg/pl)
Vcione27 B 105 1.33 .78 303 1.24 13
A 1.1t 141 0.79 1.93 .97 11
Viet. I B 2.00 3.058 0.66 5.39 1.00 20
A 4.63 6.73 0.69 +4.86 0.95 34
Viet. I B 1.96 71 0.72 6.66 1.20 24
A 2.03 213 0.96 327 1.05 22
Madagascar B 2.85 +.79 0.60 1457 1.07 30
A 4.24 327 (3.81 6.64 0.77 33
Ch.Benakis B 318 512 0.62 9.19 1.05 33
A 310 3.53 1.14 5.04 0.77 24
6xViids B 275 3.532 0.78 10.78 1.17 32
A 295 3.29 0.90 517 0.80 24
VizoxVids B 1.84 2.28 0.81 5.85 1.24 23
A 2.07 2.02 1.03 3.26 0.98 20
6x Vi27 B 3.30 +.14 0.85 11.33 1.04 36
A 3.73 407 0.92 5.92 0.90 34
6xVi2o B 342 462 0.74 8.59 .17 40
A 3.59 343 1.035 3.00 .93 33
6 x Vit 47 B 2.38 2.60 .92 6.63 1.03 24
A 2.13 1.68 1.26 332 0.82 17
6x Vi3s3 B 3.05 3.70 .82 8.78 1.04 32
A 3.38 3.44 0.98 381 .85 29
6x Vi ll7 B 2.88 2.87 1.00 612 0.99 28
A 270 246 1.10 +.26 0.79 21
Médias (72 rep.)
B=22ta 26" C 2.57a 3.468a 0.71a 8.08a 1.10a 28a
A=25t0 31° C 2.97h 3.29a 0.97h 4.54b 0.88b 26a

Meédias seguidas de mesma letra, ndo sio diferentes ao nivel de 5% (Teste de Student).

* B = Temperatura entre 22 ¢ 26° C
A = Temperatura entre 25 e 31°C
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Observa-se na tabela 11, que existe wuma nitida correlacdo
positiva entre a producdo de rafzes e 0s teores de artemisinina,
em funcdo da temperatura. Isto pode explicar a questdo de ter-se
teores de artemisinina mais baixos em cultivos em regido
tropical, como mencionado por FERREIRA (1994) e SING et al.
{(1988). Acreditamos que tal diferenca possa estar relacionada a
temperatura mais amena, incliusive do solo e ao maior comprimento
do dia (horas de Tuz). Assim, sob temperaturas mais baixas. como
de habitude em regido de clima temperado, o desenvoivimento de
rafzes seria favorecido, bem como o0s teores de artemisinina.
NAIR et 4/. (1986) reportaram que em cultura in vitro de A.
annua, nenhuma artemisinina foi produzida antes de as raizes se
formarem, cotaborando com a hipétese sugerida. Por outro 1ado,
obtivemos melhor relacdo folha/talo, na condicdo de temperatura
mais elevada. Observamos ainda que a influéncia da temperatura
ndc foi de mesma intensidade para todas as estirpes. Na
poputagdo “Viet. I”, houve grande aumento da producdo de folhas
sob temperatura mais elevada, resultando em melhor rendimento em

artemisinina.



CONCLUSOES:

Dentre oOs materiais avaliados, o Hibrido 6xVi26, foi o mais

vantajoso em rendimentos de artemisininag.

Para cultivo em regido intertropical de fotoperiodo curto, 11 a
12 horas de 1luz, e temperaturas elevadas, >25°C, a populacdo
Viet I, vresultante de uma primeira selecdo de genbtipos
superiores, mostrou  ser a mais promissora devido a0
florescimento tardic e maior producdo de biomassa, assegurando

rendimento elevade em artemisinina.

A selecdo a nivel de individuos (dentre a populacdo Viet I), de
genotipos ricos em rendimento de artemisinina e de florescimento
tardio nas condi¢des de fotoperiodo curto, promoveu eleger
progenitores para a obtencdo de novos hibridos para cultivo no

Brasil.

0 decréscimo nos teores de artemisinina em consequéncia da maior
temperatura ambiente foi compensado por um aumento da biomassa
de folhas resultando em rendimentos de artemisinina por planta,

semelhantes para as duas faixas de temperaturas submetidas.
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CAPITULO III - PROCESSO DE OBTENCAO DE HIBRIDOS DE A. amnua L

INTRODUCAO:

0 processo de obtencdo de hibridos em plantas aldgamas, é uma
atividade continua. De fato, mesmo apds a selecdo de gendtipos
superiores (ricos, tardios etc..) hd & necessidade de se manter
0S progenitores para a realizacdo dos cruzamentos visando a
producdo de sementes. Paralelamente, também a selecdo deve ser
mantida para explorar a wvarigbilidade em funcdo de novos

interesses (FALCONER, 1972; PATERNIANI & MIRANDA FILHO, 1987).

Os trabalhos desta pesquisa visaram a producdo de sementes
hibridas provenientes do cruzamento entre um gendtipo de
florescimento tardio e outro, de alto teor em artemisinina,
selecionados nas condi¢fes de fotopericdo curto.

Também a selegdo e g avaliagdo dos hibridos da MEDIPLANT foram

seguidos.



MATERIAL E METODOS:

Dentre a populacdo melhorada Viet.I, - a mais tardia e de maior
rendimento, - selecionamos uma planta de excelente produg¢do de
folhas (P1.V) e outra de elevado teor de Artemisinina (P1.39).
Esta a1tima foi selecionada por conter 1.3% de artemisinina.
Ambas foram clonadas por sistema de estaca a partir de segmentos
de ramos terminais. Pequends segmentos, de aproximadamente 2cm
de comprimento foram cortados com iamina de precisdo, logo
abaixo da insercdo da folha mais pro6xima daquele comprimento. AS
folhas foram cuidadosamente c¢ortadas, deixando-se apenas as
sumidades foliares da extremidade. A estaca assim preparada foi
fincada em pequenos recipientes, contendo perlita. A umidade foi
mantida elevada, tanto a do substrato como a do ar (umidade
relativa), durante as duas primeiras semanas quando as raizes se
tornaram funciocnais. Ndo houve necessidade de se wutilizar
horménios para o enraizamento. Também, & micropropadacdo
vegetativa pode ser utilizada segundo ¢ protocolo descrito por
LE & COLLET (1991).

Esses clones foram mantidos em vasos de 1L com substrato organo-
mineral. Cerca de 5 vasos de cada clone foram mantidos em
fotoperiodo de 14 horas de luz para manutencdo dos genotipos

(progenitores) atravées de sucessivas cionagens. (Qutros 5 vasos
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de cada clone foram submetidos ao fotoperiodo de 11 horas, para
indu¢do do florescimento. Para a sincronizagdo do estddio de
florescimentc entre os ciones, foram utilizados recursos de
fotoperiodo e de temperatura. Assim, para se retardar o
fiorescimento do clone P1.39, dinduzido primeiramente, estas
plantas foram mantidas em camara fria, 4 a 6°C, até o momento em
gue o cilone P1.V atingiu o mesmo estddio. A seguir, pares
formados pelos dois clones (P1.V x P1.39) foram dispostos
isoiadamente, em fotoperiodo de 11 horas de luz. Neste periodo,
a freqiéncia de regs dos vasos foi reduzida em funcdo do menor
consumo de dgua e para evitar a ocorréncia de doencas flngicas
nas raizes. As sementes produzidas eram colhidas separadamente
de cada progenitor e, por convencdo, eram designadas com o nome
do progenitor feminino em primeiro lugar. AS sementes eram
separadas das impurezas, passando-se o0s capitulos por uma
sequéncia de peneiras com malhas de Zmm, Ilmm e de 0.5mm. MNesta
fase, & possivel fazer-se a separacdo das sementes provenientes
de autofecundacdo, pois elas sdo visivelmente maiores.

Gs procedimentos relatados a seqguir se referem as técnicas
desenvolvidas na MEDIPLANT para a selecdo dos progenitores. O
critério, considerou & morfologia, a producgdo de biomassa e o
teor de artemisinina. Por cruzamentos dialélicos entre os

progenitores selecionados e avaliacdc das progenies (F,),
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usando-se dinclusive marcadores enzimaticos (peroxidases),
verificou-se que tais caractéres sdo de alta herdabiiidade e
justificam os c¢ritérios de selecdo adotados (PETER BLANC, 1992).
0 método de selecdo propriamente dito, iniciou-se com o plantio
em campo, na Suiga, de poputacles de diversas o¢rigens,
principa imente provenientes da China, do Vietnam e de
Madagascar. As mudas foram formadas em casa de vegetagdo, a
partir de sementes, e tranferidas para o campo em maio/95% no
espacamento de 0.60 x 0.60m. Em meados de julho, as populacbes
foram avaliadas para uma pré-selecdo, dentro dos seguintes
critérios: 0 melhorista definfia Jjunto com sua equipe 05
parametros morfoldgicos a serem considerados (porte, tipo de
folhas, retacdo folha/talo...). Apés haver 0 consenso da equipe,
esta percorria a éarea do ensaio marcando as plantas superiores
em fun¢gdo dos parametros definidos. Normalmente eram marcadas de
40 a 60 plantas por populacdo. Essas plantas, “individuos”, eram
anaiisadas quanto ao teor de artemisinina por CCD e, aquelas de
maior interesse, eram entdo clonadas para eventuais cruzamentos.
0s mesmos individuos eram analisados novamente no momento da
colheita e, de posse dos dados de biomassa e de teores do
principio ativo, far-se-ia o descarte ou ndo dos clones. Agueles
superiores, seguiam para nova clonagem afim de garantirem os

cruzament 0s.
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RESULTADOS E DISCUSSAQ:

A producdo de sementes hibridas foi abundante nos dois
parentais, apresentando 100% de poder germinativo. As sementes
pestas @ germinar, mostravam baixo percentual de pldntulas
clorGticas (5 a 7%), sintoma atribuido as sementes provenientes
de autofecundacdo (DELABAYS et a7., 1992). De fato, & taxa de
autofecundacdo é normaimente baixa, podendo ser desprezada a
nivel de um plantio em larga escala.

0 fato do clone P1.39 ter atingido ¢ florescimento antes que o
clone P1.V era esperado em fungdo deste (ltimo ser bastante
tardio; porém, o metodo de sincronizacdo apiicado foi bem
sucedido. Em outros casos acompanhados na MEDIPLANT, o
progenitor masculino ndo produzia pélen no mesmo tempo em que as
flores femininas estavam receptivas, ou ocorria o inverso.
Nestes <cCascs, havia também a necessidade de se adiantar o

estadio de um ou de se retardar o do outro.

0 mesmo clone P1.V foi cruzado com ¢ clone Vii 47, prevendo-se
também progénies ricas e tardias. Deste dltimo cruzamento,
obteve-se também grande quantidade de sementes hibridas: P1.V x
Vii 47 e inversamente, Vii 47 x P1.V. Segundo DELABAYS
(comunicagdo pessoal) em muitos hibridos tem-se observado certo

efeito materno sobre a idade de florescimento, Jjustificando a
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avaliacao individual das progénies obtidas respectivamente de
sementes c¢olhidas de cada um dos parentais. Coletou-se também
sementes provenientes de autofecundacdo do clone P1.V, obtidas

de ramo ensacado.

0s resultados da tabela 12 se referem as gvatiacles dos hibridos

na MEDIPLANT.
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Avaliacdo dos novos hibridos na MEDIPLANT, em 1995.

Tabela 12.
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{Hibridos, 1 a 17; 18, linhagem de referéncia; 19, gendtipo pobre em artemisinina e 20, populagéo base)

- Vi26x Vil7
2- Vi27xViss
3 Vi26x Viss
4 Chx Vi27
S- Chx Vi26

*6-
7.
8-
9.

10-

Chx Vi5s
Chx Vi 46
Chx Vit 47
Chx Vi 51
Chxvuit7

11-
I2-
13-
14-
15.

*{ Avaliada tarnbem no Brasil - Ensaio de épocas - )

**( inverso de 6)

***Popnlagio de Base de origem do Vietnam)

Vii47x V126
Vi 47x Vi 27
Vit 47 x Vi 55
Vii 47 x Vi 46
Vii 47 x Vii 47

16- Vii 47 x Vii 51
**17-Vis5xCh
18- Vié2x Ch
19-Chx Vile
*EE20- Viet I




CONCLUSOES:

0 processo de obtencdo de hibridos de 4. annua L., pode ser
considerado simples e de fiacil manejo. Contribuem para 3
simplicidade do  processo, 0 fato da baixa taxa de
autofecundacdo, dispensands a emascutacdo, da possibilidade de
conduzir o desenvolvimento dos parentais em vasos {(permitindo o
isolamento e a locomocdo para condigfes especificas visando a
sincronizacdo do florescimento), a abunddncia de sementes
produzidas e a0 rapido desenvolvimento. Também a propagacdo
vegetativa, por estacas ou por cultura de tecidos faciltita a

multiplica¢do e manutencdo dos progenitores.

Assim, O sucesso do programa de melhoramento genético da 4.
annua L. se deposita sobretudo na selecdo criteriosa dos

progenitores e na avaliacdo dos hibridos.

A avaliacdo destes hibridos sendoc realizada no Brasil (CPQBA), é
de fundamental {importdncia para eleger 0s gendtipos melhor
adaptados as condi¢Bes intertropicais, conforme descrito no

Capitulo seguinte.



66

CAPITULO IV - AVALIACAQ DE HIiBRIDOS DE A. annua L., NO CPQBA.

INTRODUCAD:

Estes ensaios visaram avaliar, no Brasil, o comportamento de
dois hibridos obtidos na MEDIPLANT e identificar a melhor época
para o cultivo da A. é&gnhua L., ou seja, o periodo onde se
obtenha maior produ¢do de artemisinina por &rea plantada. No
Brasil, embora a Artemisia possa ser cultivada o ano todo devido
a nossa faixa de temperatura, sabe-se que esta espécie recebe
grande influéncia do fotoperiodo, (horas de luz) e gue na nossa
latitude de 22° 48’, ocorrem fotoperiodos muito favordveis a
indugdo do florescimento. Assim, se & inducdo do florescimento
se der quando a cultura estiver ainda pouco desenvolvida
vegetativamente, as  producdes serdo  baixas devido a0s
rendimentos de biomassa que S0 paralizados naquele estdgio. Por
outro Tlado, Jja vimos no Capitulo II que esta influéncia &
varidgvel com relacdo a certos gendtipos e que foi possivel
conduzir a selecdo para obtermos plantas com florescimento
tardio. Porem mesmo estas, terdo uma época de florescimento que
se faz necessdrio conhecer para definicdo do melhor periodo de

cultivo.
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MATERIAL E METODOS:

Trabaihamos com dois hibridos MEDIPLANT: o 92/82, considerado
de florescimento precoce e o Ch. x Viet 55, tardio e mais rico
em artemisinina. 0 Hibrido 92/82, j& vinha sendc cultivado no
CPQBA havia alguns anos. O Ch. x Viet 55, foi obtido segundo os
procedimentos de cruzamento descritos anteriormente, entre um
clone chinés selecionado na MEDIPLANT e uma planta rica em
artemisinina de procedéncia do Vietnam. O protocolo experimental
do ensaio de épocas de cultive constou de se plantar lotes
desses dois hibridos, mensalmente, durante um ano. A cada més,
desde fevereiro/95, iniciou-se a semeadura para a producdo de
mudas, por sementes, no sistema de tubetes. 0 substrato constou
de uma mistura de esterco bovino, restos de culturas e terra, os
quais Tforam compostados e submetidos a ag¢do de wminhocas,
transformando-se em hamus. 0 desenvolvimento das mudas foi
realizado em viveiro coberto por tela sombrite de 50%. As mudas
seguiram para o campo em parcelas Gteis de 30 plantas, no
espacamento de 50 x 30 cm e com 4 repeticdes em blocos ao acaso.
As determinacBes de bhiomassa foram realizadas, por parcelas,
apés a secagem natural das plantas (ao sol e em galpdo) e a
separagdo dos talos e folhas. As plantas colhidas de cada

parcela foram deixadas inteiras para a secagem a pleno sol,
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sobre encerado, revoivendo-se o material periddicamente e
recothendo-To nos hordrios mais Umidos do dia. Os resultados de
biomassa referem-se ao peso de folhas secas de 30 plantas (média
de 4 repeticfes). Avaliou-se também nas parcelas: o percentual
de florescimento precoce {(no momentg do transpiante para o
campo), 0O percentual de florescimento na colheita, o peso seco
de folhas por planta, o teor de artemisinina por CCD, e o

rendimento de artemisinina em mg/planta.

0 critério inicialmente estabelecido para a colheita, (quando
70% da populacdo estivesse no infcio de florescimento) ndo pode
ser sempre seguido, pois houve ensaios que ndo atingiram tais
percentuais. Principalmente gquando se estava fora do periodo
indutivo de florescimento, coptou-se por esperar o inicio do
florescimento geral do ensaio. Este percentual ndo considerou as
plantas com florescimento extremamente precoce, ou seja, aquelas
mudas que ja apresentavam florescimento, no momento do

transpliante para o campo, foram contabilizadas e descartadas.
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Com os resuitados das tabelas 13 e 14, verificamos que o Hibrido
§2/82 & de florescimento precoce engquanto o Ch. x Viet. 55 pode
ser considerado tardio. £m outras palavras, o 92/82 & um
genotipo mais sensivel ao fotoperiodo caracteristico da regido e
a maioria dos comprimentos do dia (horas de luz) durante o ano,
sdgo favordveis a indugdo do florescimento. Semeado a partir de
agosto até fevereiro, inclusive, o 92/82 teve seu rendimento
afetado pelo florescimento precoce. Poder-se-ia semear este
hibrido, desde marco a julho, procedendo-se & colheita 5 & 6
meses apods, ou seja, entre setembro e janeiro. Desta forma,
mesmo ocorrendo florescimento, a «cultura teria tempo de
desenvolver razoével bhiomassa. Observe-se que tal hibrido sé
permite um cultive por ano numa mesma drea, sendo que o melhor
pericdo indicado, em fungdo do rendimento em artemisinina, & de
mar¢c a setembro, quando obtivemos 254.4mg de artemisinina por
planta (Esses valores sdo bem superiores aos descritos no
Capitulo II, tabela 10, porque aqueles sdo provenientes de

plantas conduzidas em vasos).

Ja o hibrido Ch. x Viet.55, bem mais rico em artemisinina, teve
um periodo mais ampio para seu cultivo, wuma vez que O
florescimento sO ocorreu entre fevereirg e marco. Diriamos entdo

que somente nesta época do ano o fotoperiodo induziu o
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florescimento do Ch. x Viet.55, conferindo ao genOtipo a
caracteristica de tardio. Excluindo-se o periodo de agosto até
fevereiro, em todos 03 demais meses poderfa haver semeadura sem
limitacdo de biomassa.

Note-se no entanto que, se procedermos a semeadura em inicio de
marc¢o, poderemos instalar um cultivo, no campo, de maio a agosto
e outro de setembro a Jjaneiro, na mesma 4area. Para isto, a

semeadura do segundo cultivo deveria ser realizada em julho.

Observamos ainda que 0s meihores teores de artemisinina
ocorreram em dezembro.

Sobre o maior rendimento observado na tabela 14, no cultivo
entre fevereiro e agosto, informamos que neste ensaio houve um
elevado percentual de plantas com florescimento precoce (29.2%).
Assim, por descarte dessas plantas, as restantes tiveram um
espagamento maior, o que permitiu maior peso unitario,
dificultandc a avaliagdo comparativa com o0s rendimentos dos
demais ensaios. Reconhecemos que 0O espagamento para este hibrido
foi inadequado, pois as plantas atingiram grande porte
(aproximadamente 3m de altura) e notava-se certo estiolamento e
perda das folhas inferiores. Portanto, optou-se por ndo alterar
0 espacamento nos ensaios seguintes para manter os dados

compardveis.
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Consideramos que o0 espacamento indicado para o Ch. x Viet.55
deva ser aproximadamente de 100 x 50cm.

Observa-se na Fig.12, que o florescimento em 4. gnoug L., é
induzido numa faixa de horas de luz (de 12 a 13 horas,
aproximadamente). Fora desta faixa, acima ou abaixo, ndo ocorre

a inducdo do florescimento
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CONCLUSOES:

¢ conhecimento do periodo de inducdo fioral mostra a vantagem do
cultivo no Brasil, onde se tem 3 possibilidade de fazer Z
piantios por ano, com linhagens tardias, uma vez que ndo hd
limitagcdo de temperatura. De fato, tfemos 8 meses no anc em
fotoperiodo favordvel ao desenvoivimento vegetativo, sem
fiorescimento (de meados de marco a meados de novembro),
enquanto gue na Suica, apenas 4 meses do ano permiftem o cultivo,
devido ao fotoperiodo e a temperatura (de meados de maio a

meados de setembro).

A avaliagdo destes hibridos definiu o melhor periodo de cultivo
no CPQBA, tendo-se o hibrido Ch. x Viet.55 como um gendéfipo

competitivo em fungdc dos rendimentos.



CAPITULO V - A INFLUENCIA DA FERTILIZACAO NITROGENADA, SOBRE

0S RENDIMENTQS DA A. agnnua L.

INTRODUCAQ:

A pratica da adubacdo & normalmente um fator decisivo para o
aumento dos rendimentos e da manutencdo da fertilidade do solo.
No entanto, os beneficios da adubacdo s6é poderdo ser bem
avatiados quando aplicados en populacdo padronizada
genéticamente, pois do contrdrio, as varia¢Bes observadas
poderiam ser devidas a gendtipos diferentes e ndo por efeito da
fertilizacado.

Assim, contando hoje com as populacgdes melhoradas e padronizadas
pelo programa da MEDIPLANT, (DELABAYS et 47., 1994) pode-se
verificar o potencial de ganho como resultado da fertilizacdo
nitrogenada.

Por outro tado, o trabalho recente conduzido no CPQBA por
FIGUEIRA (1995}, que estudando a nutricdo mineral da A. annua,
em hidroponia, mostrou que o nitrogénio teve uma influéncia
not6éria sobre o aumento de biomassa naquela espécie. 0 mesmo
trabathc sugeria estudos subseguentes sobre as formas amoniacal

e nitrato. Também ADLER et 4g7. (1989), mostraram haver
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1nf1uénc:ia'da fertilizacdo de diversas formas nitrogenadas sobre
o rendimento de 6leos essenciais de algumas espécies aromaticas.
Com os resultados das Pesquisas anteriores, possibilitando
cu?tivqs com gen6tipo padronizado e superior, podiamos entdo
quantificar a influéncia da fertilizacdo da espécie sobre os

rendimentos em biomassa e em artemisininag.

Assim, Os objetivos dessas pesquisas foram:

a) Verificar a influéncia do tipo de nitrogénio comercialmente

utilizados na agricultura (Ensaio 1);

b) Conhecer a dose ideal de nitrogénioc (Ensaio 2); e

c) Verificar & influéncia das proporcdes, amoniacal:nitrica,

sobre 0s teores de artemisinina (Ensaio 3).
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MATERIAL E METODOS:

Ensaio 1. Influéncia de fertilizantes nitrogenados comerciais

na cuttura da A. gnrug L., em campo.

Foram utilizados dois fertilizantes nitrogenados comerciais:
Sulfato de amdnia e Nitrato de ambnia, em dose intermedidria
aquelas testadas por LAUGHLIN (1994).

As sementes utilizadas neste ensaio foram colhidas no CPQBA de
plantas selecionadas dentre uma populacdo segregante do hibrido
MEDIPLANT, 92/82, em F,. De fato, inicialmente fizemos um
cultivo do hibrido MEDIPLANT, 92/82, ou seja a geracdo F,. Deste
cultivo, coletamos sementes de véarias plantas e realizamos um
novo cultive, F, Deste dltimo, selecionamos duas plantas
tardias de boas caracteristicas em biomassa, as quais foram
isoladas para posterior colheita das sementes as quais vieram a
ser utilizadas no presente ensaioc. Assim, ndo houve controle
rigido dos parentais, considerando-se a polinizacdo aberta e a
caracteristica alogama da espécie, num isolamento ndo rigoroso a
nivel de campo. No entanto, a segregacdo verificada neste ensaio
conduzido na Suiga, foi baixa e o0 stand se mostrou bastante

uniforme, evidenciando que houve predominancia do cruzamento
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entre aqueles dois individuos selecionados. Também o critério de
selecdo dos parentais ndo pode considerar os teores individuais
de artemisinina ou de dcido artemisininico, por dificuidades
analiticas, mas ¢ valor médio de artemisinina naqueie lote era
de aproximadamente 0.30%. As sementes foram semeadas em 10.5.95,
em substrato organo-mineral em pequenas bandejas, dentro de casa
de vegetacdo com temperatura ambiente entre 25 e 30°C e umidade
retativa do ar entre 70 e 100%. ApOs 1 semana, fez-se o descarte
das plantutas clordticas, provenientes de autofecundacdo,
conforme DELABAYS (1992). Em 30.5.95, transplantamos as mudas
para “Tubetes” e em 30.6.95 para o campo.0 espacamento foi de
0.60 x 0.60m, em parcelas de 2% plantas (5 iinhas de 5 plantas),
com 3 repeticfes em blocos a0 acaso, para o0s seguintes

tratamentos:

a) Testemunha (sem qualquer fertilizacdo);
h) Sulfato de amdnia e

c) Nitrato de ambnia.

Os fertilizantes amoniacais foram aplicados manuaimente ao longo
das 1inhas, em trés partes iguais durante o cultivo, nas datas:
18/7, 8/8 e 30/8/95. A dose total de cada fertilizante foi de

90Kg de nitrogénio/ha. A estimativa do teor de artemisinina e de
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gcido arteminininico foi realizada no momento da colheita por
CCD + fotodensitdmetro com 3 repeticBes analiticas. OQutras
estimativas dos teores desses constituintes foram determinadas
10 dias antes da colheita e um més apds a colheita, nas linhas
de bordadura. As avaliag¢des na colheita foram realizadas com 9
plantas das linhas centrais de cada parcela. O0s dados
metereol 6gicos referentes ao periodo de cultivo, na Suica, sdo

mostrados na tabeia 15.

Tabela 15. Dados metereoldgicos registrados em Sion (Sufca).

Més/ano | T.média | T .min. T.max. UR (%%) Precip. Etp | Radiagdo
oY) oY) O (mm) (mm) | (Wh/m’)
Junho/95 16.7 10.7 228 65 36.6 1255 6371
Julho/95 21.7 157 27.9 66 386 1443 6420
Agosto/95 209 14.8 28.0 67 224 458 6255
Setembro/95| 131 8.5 189 75 72.7 71.1 3874
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Ensaio 2. Estudo da influéncia de diferentes doses de Uréiga

sobre a produgdo de uma cultura de A. agnnua, L.

0 ensaio de campo, conduzido em Madagascar, comparou o efeito da
aplicacdo de quatro doses de Uréia, equivalendo a: 0, 32, 64 e
97Kg de Nitrogénic por hectare. As sementes utilizadas foram
provenientes da hibridacdo entre um clone de origem chinesa e um
gendtipo selecionado dentre uma populacdo do Vietnam. Flas
foram semeadas em pequenos recipientes em 17.2.94 e as plantas
foram transplantadas em campo em 12.3.94, no delineamento de
blocos ao acaso com 4 repeticBes. Cada parcela foi composta de
21 plantas, no espacamento de 50 x 70cm. 0 ensaic foi coihido
manuaimente aos 4.9.94, sendo o material seco em hangar aéreg, e
desfolhado em seguida. As amostras foram finalmente moidas e
analisadas segundo um método de cromatografia de camada delgada.
inspirado por PRAS et a47. (1991), com a quantificacao por

densitdmetro, segundc DELABAYS et g/. (1994).
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Ensaio 3. A influéncia das proporcBes Nitrato/Amonia, sobre os

rendimentos de A. gnnua, em cultivo hidropénico,

Elegemos dentre um ensafo conduzido paralelamente pela
MEDIPLANT, duas piantas de A. gnnua, de procedéncia do Vietnam:
uma, rica em artemisinina, 1.25%, e outra pobre, 0.5%. Em
seguida ., essas plantas foram clonadas por estaquia e as mudas
foram formadas em casa ce vegeta¢do, em substrato vegetal,
conforme protocolo descrito por DELABAYS et a7. (1992). Apos
aproximadamente 30 dias, essas estacas foram transferidas para
potes de um litro, com quartzo pré-lavado de cerca de 3mm de
diametro. Todo o ensaio foi conduzido em casa de vegetacdo em
blocos a0 acaso com 3 repetic¢les para os 2 clones. Cada parcela
constituia-se de 4 potes (4 plantas). Durante os primeiros 15
dias, todas as plantas foram tratadas por solucdo nutritiva
conforme  SARRUGE (1970). Em seguida os tratamentos foram
instalados segundo a tabela 16. Todas as noites o0s potes eram
drenados por um pequeno tubo Tocalizado na base de cada pote,
para favorecer a aeracdo das rafzes. As respectivas solucdes
eram recebidas em garrafas de vidro ambar e as solucBes
revertidas cada manhd. A cada semana as solucBes foram
renovadas. O ensaio foi colhido aos 60 dias a partir do

transplante para os potes e naquele momentc foram feitas as
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seguintes avaiiacdes: talos, folhas, raizes, teores de
artemisinina e de é4cido artemisininico para os dois clones,
conforme resuitados mostrados nas tabelas 20 e 21. As plantas

ndo floresceram, mas o crescimento foi paralizado por volta do

60° dia.

Tabela 16. SolucBes nutritivas dos tratamentos de formas de
nitrogénio em cultura sem sclo (hidrodropénia) de A. annua L.

Solugdes Molares 100 % NO; 66% NO..33% NH, 50%NO,: 50%NH,
(&/L) (Sarruge) mL/L mL/L
mL/L
KH,PO, | ] -
KNQ, 5 5 -
Ca(NO,), 4H,0 5 R _
MgSO, 7H,0 2 2 -
KCl - : Z
CaCl, . 5 3
NH_H,PO, R - 1
NH,NO, . 5 3
(NH4),SO, - - 3
Mg(NO,), 6H,0 - - B
Micro 1 i 1
Fe-EDTA* 1 1 1

" A solugio de microelementos foi preparada, adicionando-se em um litro de agua destilada: 2.86g de
H;BO;; 1.81g de MnCl, 4H,0: 100mg de ZnCly; 50mg de CuCl,.2H,0 e 15mg de MoO;

* Solugdo preparada com 4g de Fe-EDTA (2 11% yem 200mL de agua.



Ensaio

1

RESULTADOS E DISCUSSAQ:

- Influéncia de fertilizantes nitrogenados comerciais

na cultura da 4.

annua L.,

em campo.

Tabela 17. Rendimentos em folhas secas, teores em artemisinina
g em dcido artemisininico e rendimentos em artemisinina.

Tratam. Rdt talo sec.i Rdt folhas sec. | Folhas/ Talos acido artemisininag | Rdt artemis.

{Ton/ha) {Ton/ha) artemisminico % (Kg/ha)
%

Testem. 1.71a 1.25a 0.73 0.34a 1.67a 13.4a
NH4S04 2.49;3 |.89b 0.76 0.3la 1.03ab 19.5b
NH4NO3 2.40a 2.08b 0.87 0.23a 0.90b 18.7ab

Médias seguidas de mesma letra, ndo sfo diferentes ao nivel de 5% (Teste de Fischer).

Verifica-se, pela tabela 17, que os rendimentos de artemisinina,

em Kg/ha, aumentaram até 43% nos tratamentos com fertilizacdo

nitrogenada em relacdo a testemunha. Este efeito foi causado por

um agumento da biomassa e vigor das plantas tratadas com

nitrogénio. Ndo existiu diferenca significativa entre as duas

formas de nitrogénio mas, a nivel de campo, era visivel o major

vigor das parcelas tratadas com nitrato de aménia, bem como

vantagens destes, sobre a relacdo folha/talo, em comparagdo com

as parcelas adubadas com sulfato de ambnia. Observou-se também

que o0s tatos eram mais rifgidos e oS ramos gquebravam com
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facilidade nos tratamentos adubados em relacdo & testemunha.
Verifica-se ainda, pela tabela 17, ter havido a mesma
correlagdo “inversa, ndo proporcional” entre os teores de

artemisinina e os valores de biomassa, citado no “Ensaio 17.

Tabela 18. Teores de artemisinina e de &cido artemisininico
durante o periodo de cultivo.

8/9/95 18/9/95 * 23/9/95
Testemuniha | artemisinina 0.83 1.07 0.98
acido 0.27 0.34 0.33
NH4504 artemisinina 0.65 1.03 0.92
acido 0.14 0.31 0.21
NH4NO3 artemismina 0.68 0.90 0.78
acido 0.11 0.23 0.31

* No momento da colheita

Verifica-se na tabela 18, a evolucdo dos teores de artemisinina
e de acido artemisininico durante o desenvolvimento da cultura.
Aos 18/9/95, obtiveram-se o0s maiores teores em artemisinina.
Esses resultados estdo inteiramente de acordo com as observacdes
de DELABAYS et 47.(1994), que acompanharam os teores de
artemisinina, semanalmente, durante alguns cultivos e obtiveram
sempre a mesma época, meados de setembro, como aquela em que se

tem os melhores rendimentos em artemisinina. Embora as médias
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ndo mostL rem qualquer correlacdo entre os teores de acido e o de
artemisinina, no6s encontramos em resultades parciais, (nas
repeti¢Ces) os maiores teores de artemisinina Jjustamente nas
parcelas onde tivemos baixos teores de &cido artemisininico.
Mesmo admitindo que possa ter existido alguma influéncia em
funcdo da variabilideade do solo entre as repeticles, o0s
resultados contribuem com & hipdtese do dcido artemisininico ser
precursor da artemisinina. Cutra informacdo interessante & que o
mesmo material genético, que vinha sendo cultivado no Brasil,
atingindo no maximo 0.30% de artemisinina, produziu teores até
1.07% de artemisinina neste ensaio cultivado na Suica,
provavelmente por influéncia do fotoperiodo e da temperatura. De
fato, SING et 47. (1988) e FERREIRA (1995) também encontraram
teores mais elevados de artemisinina guando determinado cultivo
fora realizado em regido de clima temperado em comparacao

dqueles obtidos com ¢ cultivo em zona de clima subtropical.
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Ensaio 2 - Estudo da influéncia de diferentes doses de Uréia

sobre a producdo de uma cultura de A. annua, L.:

Tabela 19. Produtividade de folhas secas, teores e rendimentos
de Artemisinina, em funcdo de doses de uréia em cultivo de A4.
annua L. (media de 4 repeticgdes).

Nitrogénio Rdts em Folhas secas Teor de Artemisinina Rendimento de
(Kg/ha) (Kg/ha) {%a) Artemisinina (Kg/ha)
¢ 2420+ 200 1.11+ 0.08 267+% 28
32 3020 £ 300 1.01 £ 0.06 299+ 1.8
64 3880 + 420 102+ 0.11 404+ 8.1
97 4690 + 830 087+ 0.03 413+ 84

Observe-se que g aplicacdo de 97Kg de Nitrogénio/ha, na forma de
uréia, promoveu um aumento da biomassa em praticamente o dobro,
em relagdo a testemunha sem adubo. Paralelamente, note-se que 0S
teores de artemisinina sdo decrescentes, com aumento da
produtividade de folhas. Supondo-se porém, que o aumento da
biomassa causasse a reducdo percentual de artemisinina, (por
efeito de aumentar uma biomassa sem artemisinina, como um fator
dituidor) a correlacdo inversa deveria ser proporcional. Como
isto ndc aconteceu, ou seja, a aumentc da biomassa foi superior
ao decréscimo verificado nos teores de artemisinina, considera-
se que a bhiomassa desenvolvida por efeito da fertilizacdo,

também realizou a biossintese da artemisinina. £ provavel,
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contudo, que a adubacdo nitrogenada prolongue o periodo
vegetativo, atrasando/deslocando o estadio de maior contetdo de
artemis‘inina; Assim, como todos os tratamentos foram colhides ao
mesmo tempo, o teor de artemisinina estava em concentracdes

diferentes em fun¢do do estadio vegetativo.

Ensaio 3 - A influéncia das proporcdes Nitrato/Amdnia, sobre os

rendimentos de A. gnnua L., em cultivo hidropénico.

Tablela 20. Rendimentos em rafzes e folhas secas, proporcdo
folha/talo, teores de dcido artemisininico e artemisinina e
rendimentos de artemisinina, em cultivo hidropdnico de 4. annua
L. (Clone pobre em artemisinina).

Testem. NO3/NH4 | Raizes sec. | Rdt folhas Folha/ acido art. | artemisinina Rdt
(%) (2/P) sec. {(g/ph Talo %o % arternisinina
{mg/pl)
100:0 2.3%a 5.16a 0.75 0-0.25 0.54a 28a
66:33 1.74a 4995 B6.75 0-0.25 0.54a 27a
50:50 0.76b 2.94b 0.76 0-0.30 0.68b 20a

Médias seguidas de mesma letra, ndo sio diferentes ao nivel de 5% (Teste de Fischer).

Observa-se na tabela 20 que os pardmetros de biomassa, ou seja,
ratzes folhas e talos, foram bem favorecidos pela proporcdo de
nitrogénio que continha 66 e 100% de nitrato.

Por outro Tlado, o teor de artemisinina foi um pouco menor,
provavelmente em funcdo do aumento da biomassa, mas ndo na mesma

grandeza, como ja foi comentado. Mesmo sem diferencas
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estatisticas entre os dois tratamentos, observacdes visuais
mostraram melhor vigor das plantas tratadas com 100% de nitrato
(tabela 22}.

Ja a proporgdo de 50% nitrato e 50% aménia, foi prejudicial ao
desenvolvimento da 4. annuwa L. em hidroponia. De fato, o radical
amonia contribuia grandemente para o aumento potencial osmético
da solucdo o que foi verificado pela condutividade elétrica no
decorrer do ensaio. As plantas tinham assim, no final do ciclo,
dificuldade em absorver a solucdo, pois a diferenca de potencial
osmotico entre a rafz e a solucdo era insuficiente para manter o
fluxo para dentro da planta.

Observa-se gainda, que & caracteristica de baixc teor de
artemisinina foi bem fixada pela clonagem.

Sobre 0 acido artemisininico, apenas tracos foram encontrados

neste cione.

Tabela 21. Rendimentos em raizes e folhas secas, proporcgao
folha/talo, teores de dcido artemisininico e de artemisinina e
rendimentos em artemisinina, em cultivo hidropénico de A. annua
L.(Clone rico em agrtemisinina).

Tratam. | Raizes sec. | Rdt folhas Folha/ |acido artemis: artemisinina Rdt artemisinina
NO;/NH, (g/ph) sec. (g/pl) Talo % % (mg/pl)
(%)
100:0 24a 3.3a 0.8 0 1.19a 383
66:33 1.3b 283 0.7 0 [.26ab 36a
50:50 C.8b 2.4b 0.9 0 [.29b 30a

Meédias seguidas de mesma letra, ndo sdo diferentes ao nivel de 5% (Teste de Fischer).
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0s mesmos tratamentos com clone rico em artemisinina, mostraram
que 0s ganhos no rendimento de artemisinina (mg/pianta), foram
também crescentes em fungdc dos niveis de nitrato das proporcdes
utilizadas, por influéncia maior do aumento da biomassa.

Por outro tado, a relacdo folha/talo, foi um pouco desvantajosa
com o0 ganho de biomassa. De fatc, deseja-se a maior relacdo
folha/talo, ou seja, major quantidade de folhas e menor de
talos, pois nas folhas & onde se encontram oS maiores teores de
artemisinina, encguanto que os talos dificultam a extracdo e o
isolamento da artemisinina por conterem ceras Tigadas a lactona
sesquiterpénica.

Neste clone ndo foi encontrado dcido artemisininico.
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CONCLUSOES:

-A aplicacdo de 64Kg de nitrogénio/ha, na forma de uréia,
promoveu um aumento de 50% nos rendimentos de artemisinina de
um hibrido de 4. gnnua L., atingindo vaicres de 40Kg de
artemisinina/ha.

-0 decréscimo dos teores de artemisinina  foi menor,
percentualmente, que o aumento da biomassa, sugerindo ter
havido deslocamentc do estddio de maior concentracdo éa
artemisinina devido ao desenvolvimento vegetativo promovido
pela fertilizacdo nitrogenada. HNeste caso, a cotheita mais
tardia pode trazer rendimentos maiores.

-A aplicacgdao de 90kg de nitrogénic/ha, na forma de HNitrato de
AmGénia, promoveu um aumento de 28 & 40% sobre os rendimentos de
artemisinina no cultivo em campec de A. gnaua L., em funcdo do
aumento de hiomassa.

-A  relacadao folha/taiec, de importdncia para ©05 processos
industriais, foi favorecida pelo Nitrato de Aménia, em relacdo
ao Sulfato de Ambnia.

-A proporc¢do de 50:50% de nitrogénio, nas formas
Nitrato/Amoniacal, foi prejudicial ao desenvolvimento da A4.
annud, L. em cultivo hidropdénico, quando as melhores proporcdes

foram: 160%:0 e 66:33 % de nitrato/amdnia, respectivamente.
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Tabela 22 . Influéncia de formas de nitrogénio (nitrato/amdnia)
sobre os rendimentos de A.gnnua L.
CLONE POBRE EM ARTEMISININA CLONE RICO EM ARTEMISININA
NO3:NH4-Rep-P1. Talo Raiz Folhsec  Artem.  AcAIL Talo Raiz Folh.sec  Artem.
z/pl g/ol g/pl 9% % g/pl g/pl g/pl %4

10(k0-1-1 7.45 2.85 5,63 0,60 360 310 4,25 1.25
106:0-1-2 8.43 2.45 6,70 048 3.15 1.63 2.85 1.15
10G:0-1-3 7.60 2.95 3,90 0,58 4 80 1.63 3,75 1.28
100:0-14 .53 370G 6.93 0.63 0.25 363 2.65 2.70 1.18
Média - 1 8,51 2,99 6,38 0,57 4,30 2,26 3,39 122
100:0-2-1 3.73 2.23 4.63 (0,58 5,33 2.80 360 1.13
160:0-2-2 7.25 1.0 313 0.70 3,50 2.20 2.75 1.28
100:0-2-3 7.65 245 5,23 0,45 4.40 2.35 313 1.10
160:0-24 6,63 2.80 4,55 0,40 3.40 223 2.60 110
Média -2 6,83 2,35 4,90 0,53 4,26 2,40 3.03 1,16
160:G-3-1 5,80 2.30 4,70 0,53 3,00 143 2,45 1,08
160:0-3-2 3.63 1.90 425 .33 453 3.00 3.30 1.23
100:0-3-3 6,40 2.80 4,85 .58 6,83 330 3.0 1.23
100:0-34 330 (.35 2,93 .40 4.65 260 2.83 1.23
Média -3 529 134 4,19 6,51 4,76 2,59 3,40 1,20
MEDIA 160:0 6,88 2.39 5,16 8,54 4,44 2,42 3,27 1,19
66:33 - 1-1 7.95 2.65 3.60 0,60 3.70 1.60 315 1.30
66:33- 1.2 6.80 1,23 5,15 (.63 6.40 2.33 415 1.15
66:33 - 1-3 5,10 1.40 453 0.50 3,60 1.3% 2,75 1.30
66:33-14 5,40 1.90 425 3,43 0,10 5,96 1.30 2.95 1.38
Média - 1 631 1.86 4,89 0.55 5.40 1,76 3,23 1,28
656:33 - 2.1 53,775 1.33 4,70 .45 2.03 1.13 1.93 1.15
66:33 - 2-2 6,30 1.70 4,75 0,53 2.65 0,70 2,10 1.25
66:33-2-3 6.50 1,16 470 (4,53 310 1.13 2,40 1.33
66:33 « 24 6,70 1,93 545 0435 3,70 0.63 313 1.63
Média -2 6,31 1,38 4,9¢ 8,50 2,88 0,91 2,40 120
66:33 - 3-1 635 1.60 4.90 0.60 3,90 100 2.90 i.18
66:33 - 3-2 10,05 2.45 6.70 0.63 520 1.13 3.20 1.25
66:33 - 3-3 393 1.13 4.40 0.33 (.25 383 1.33 2.83 1<)
66:33-34 6.83 224G 473 .53 3,70 il3 243 1.33
Meédia - 3 7.30 L85 5,19 0,38 4,10 1,21 283 1,36
MEDIA - 66:33 6,64 1,74 4,99 9,54 4,15 1,27 2,83 1,26
56:50 -1-1 3,30 .33 2.40 0,73 2.060 0.30 1,83 1.28
3G:50 -1-2 3,55 110 2.83 Q.30 333 (.60 2.60 1.28
3050 -1-3 4 40 1,60 3,30 0.33 2.85 0.4¢ 235 1.30
50:50 -1-4 3.50 (.85 3.30 0.73 3,05 1.20 2.940 1.08
Média - 1 3,69 0,83 2.96 0,63 2,81 0,63 2,45 1,24
5G:50 .21 3,33 0.70 2.53 (.63 216G 0.60 2.10 1.23
5(:30 -2-2 4.40 (.94 RR1Y (.60 2.60 1.10 220 1.38
565G -2-3 3,80 (.73 2.635 G760 2.8 0,80 3.30 1.3G
36:5G -2-4 3,05 0.80 2.85 0.70 .28 2.35 1.20 2.7G 1.33
Media -2 3,63 4,7 2,76 0,66 246 .93 258 1,31
50:530 -3-1 4,95 0,65 3,56 (0,83 285 0.70 2.45 1,25
3G:5¢ -3-2 4.50 0,60 345 0,7¢ 2.10 0,80 1.90 1.28
30:506 -3-3 3,90 1.60 3,20 0,75 0.30 2.50 0.50 1,90 1,33
50:.50 -3-4 2775 0.40 225 0,70 (.30 2,45 .85 2.00 1.40
Média -3 4,03 0,66 3,10 0,75 2,48 0,71 2,06 1.32
MEDIA - 50:50 3,79 0.76 2,94 0,68 2,58 0.76 2,36 1,29
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CAPITULO VI - 0S EXTRATOS AQUOSOS DE A. anmnua, L.

INTRODUCAD:

Ainda que muitos autores tenham afirmado que a molécula
artemisinina seja insolivel em é&gua, (C.C.R.G.Q., 1982; PETERS
et al., 1986), decidimos testar, diante do fato de se ter
genotipos ricos em artemisininag, alguns procedimentos de
extracdao aquosa, ndo para obtermos artemisinina pura, mas sim
uma fragdo que a contivesse.

Esta proposicdo baseou-se na observagdo preliminar de um
cultivo de A. annua L., onde o0s tfeores de artemisinina
analisados ap6s a ocorréncia de chuvas sobre a cultura, eram
menores que  aqueles observados antes  delas (DELABAYS,
comunicacao pessoal).

E também citado o fato de que, desde tempos imemoriais, O povo
chinés utilizava uma bebida preparada com folhas da 4. annua L.
para tratamento de febres e maldria (KAYMAN, 1985; WOENDENBAG,
199G) . Embora ndo se tenha regisiro cientifico dos detalhes
sobre 0 preparo de tal bebida, inferimos que era (e talvez ainda

0 seja) obtida de forma simples, - j& que popular - onde as
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formas alcéolicas e/ou aquosas seriam usadas. Em qualquer dos
casos, suple-se a bebida contivesse o principioc ativo.
WOENDENBAG (1990) ainda menciona que algumas substancias
contidas tTambem no extrato bruto da 4. agnnua, como as flavonas
casticina e artemitina, potencializam a atividade antimalarica
da artemisinina. Contudo, estas flavonas, isoladamente, ndo
possuem atividade antimaldrica.

Assim, desejou-se testar alguns preparados aquosos e aicéolicos,
guantificando-se os teores de artemisinina em suas fragles.
Foram realizados dois ensaios em Tlaboratério wutilizando-se
folhas de um clone de A. gnnua L., rico em artemisinina, ou

seja, mais que 1% nas folhas secas.

Ensaio 1 - Quantificac¢do da perda de artemisinina nas folhas de
A. annua L., submetidas aos processos: Tavagem; ebulicdo; e

extracdo alcéoiica.

0 objetivo do primeiro ensaic foi o de saber se a artemisinina
poderia estar sendo perdida por Tlavagem (comoe em situa¢des de
chuva), bem como se o preparoc de chds, com dgua fervente, ou a
fabricacdoc de Dbebidas alcdolicas, reduziriam o teor de

artemisinina nas folhas {(extracdo ou degradacdo).
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MATERIAL E METODOS:

As folhas de um clone chinés de 4. agnnua L. foram colhidas no
momento imediatamente anterior a seu florescimentc, quandoe o0
teor de artemisinina era superior a 1%. Tomou-se 15 amostras de
600mg de folhas frescas, reservando-se 3 repeticles para cada
tratamento. G tratamento 1, serviu de testemunha sendo
diretamente analisado quanto ao teor de artemisinina nas folhas.
Todas as determinacdes foram também realizadas com 3 repeti¢les,
pelo método de CCD (visual).

Nos tratamentos 2 e 3, as folhas frescas foram deixadas dentro
de frascos, mergulhadas em agua destilada por 24 horas. Destas,
uma parte ficou exposta a luz (tratamento 2) g outra foi
coberta com papel aluminio (tratamento 3). Em seguida as folhas
foram Tavadas e analisadas. E£sses tratamentos de exposicdo ou
ngo a luz, foram reatizados com base nos trabalhos de DEBRUNNER,
(1995}, a qual verificou, em outra espécie, que a perda de
elementos por  iavagem  foi influenciada pela atividade
fotossintética.

Ainda neste ensaio foi verificado o teor de artemisinina nas
folhas de A. gnnua, apds uma extracdo alcdolica na proporcdo de
600mg de folhas frescas em 50mL de etanol por 24 horas

(tratamento 5). 0 tratamento 4, constou de avaliar-se o teor de
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artemisinina em folhas que tinham sido fervidas na proporgdo de

600mg de foihas frescas em 50mlL de dgua.

Apés o0s tratamentos, as folhas eram lavadas e o0s teores de
artemisinina estimados por CCD, segquindo a metodologia descrita

por DELABAYS et a7., (1994).
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RESULTADOS E DISCUSSAD:

Tabela 23. Teores de artemisinina nas folhas de A. agnnua L.
apés 0s tTratamentos:
Teor de artemisimina (%)

TratamentOs Rep. | Rep. I Rep. 11
1) Testemunha. >1.00 >1.00 >1.00
2) Em agua a temperatura ambiente, exposto a luz. 0.95 >1.00 =1.00
3) Em agua a temp. ambiénte, ndo exposto & luz. 0.98 >1.00 >1.00
4) Apos* fervura em agua. 0.08 0.00 0.05
5) Apos alcool a temp. ambiénte. 0.00 0.00 0.00

* depois de resfriadc a temperatura ambiénte.

Com os resultados deste primeiro ensaio (fabela 23), pudemos
verificar que a influéncia da dgua em contato com a superficie
da folha, ndo foi significante quanto a reduc¢do do teor de
artemisinina. Ndoc existiu também diferenca significativa entre
as folhas que foram expostas & tuz e agquelas gque permaneceram no
escuro. Pode ser que as diferencas sejam mesmo muito pequenas e
ndo visiveis pela estimativa do teor de artemisinina por CCD.
Acredita-se ainda que, a nivel de campo, a redu¢do no teor de
artemisinina verificada ap6s as chuvas seja consequéncia da
absorcdo de dgua e ndo da Tavagem superficial.

Por outro lado, teve-se folhas tfotaimente isentas de

artemisinina ap6s os tratamentos de fervura e também nagueles
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onde as folhas foram extraidas com etanol a temperatura
ampiénte . Esse 0l1timo tratamento poderia explicar as utilizagdes
antigas mna China.

Mesmo com 0s resuitados particularmente interessantes do
tratamento onde as folhas foram fervidas, restava-nes ainda
saber se a artemisinina havia sido perdida durante a fervura, ou

se aginda se mantinha no extrato.

Ensaio 2 - Sistemas de extracbes aquosas:

Com o objetivo de gquantificar os teores de artemisinina nas
fracles obtidas por diferentes sistemas de extracfes aguosas em
folhas de A. annua, foram realizados ensaios com alguns
processos de extracdo, analisando o teor de artemisinina total
nas folhas, antes e apds as extracdes, e nos respectivos

extratos .



98

MATERIAL E METODOS:

Folhas de um cione chinés de A. agnnua, ricas em artemisinina,
(1.30%), forem coihidas e secas a 40°C, por 48 horas. A
testemunha foi obtida por uma amostra composta, Dem
representativa do lote. O tratamento 2, constou de folhas secas
deixadas por 3 minutos em contato com dgua quente, 10ogo apods
fervura desta, na proporg¢do de 1g de folhas secas para 50mL de
agua. No tratamento 3, as folhas foram deixadas em contato com a
agua, nas mesmas condi¢les do tratamento anterior, porém por 15
minutos seguidos. No tratamento 4, as foihas foram fervidas
juntamente com a dgua, durante 10 minutos. As determinacdes de
artemisinina foram realizadas por CCD, adaptando-se o método
descrito por DELABAYS ef a7. (1994). As principais modificacOes
no método foram quanto a quantidade da amostra, 1g de folhas
secas para 50mL de dgua (mesma proporcdo do método com tolueno,
ou seja, 100mg de folthas secas:5mlL de tolueno) e o procedimento
de se fazer aplicacdo direta do extrato aquoso sobre a placa, a

qual era realizada de forma lenta e gradativa.
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RESULTADOS E DISCUSSAQ:

Tabela 24. Teores de artemisinina (%) nas folhas e na &dgua dos
tratamentos de extracdes aquosas (média de 3 repeticles).

Art. nas Art. nas Artemisinina | Artemisinina Perdas de
folhas antes| folha apos | no Extrato recuperada artemisinina
da extra¢do| a extracdo

1) Testemunha 1.30

2) Agua quente 3’ 1.30 0.55 0.70 54% 4%
3) Agua quente |5’ 130 0.50 0.75  57% 4%
4y Fervura 107 1.30 0.30 0.40 31% 46%

Pudemos constatar com os resultados do segundo ensaio, (tabela
243, que 46% da artemisinina & perdida quando as folhas sdo
fervidas Jjuntamente com a dgua. O principal resultado no
entanto, foi obtido pelo tratamento de folhas secas com dgua
quente, 10go apo6s a ebulicdo. Deste modo, pode-se recuperar, no
extrato, cerca de 55% da artemisinina total, enquanto que
aproximadamente 40% dela foi detectada nas folhas. Ap6s a
extracdo, portanto, tem-se uma perda de apenas 4% de
artemisinina.

Ndo existiu diferenca entre as extracles obtidas em fun¢do do

tempo de contato de 3 ou de 15 minutos.
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CONCLUSOES:

-0 efeito da dgua sobre a superficie das folhas de A. agnnua L.
ndo reduziu, de forma significativa, os teores de artemisinina.
Portanto, a&s reducles que foram observadas no campo, apos as
chuvas, provaveimente sdo devidas a ocutras causas, que ndo a
tavagem dos trichomas, como havia sido anteriormente suposto
(DELABAYS, comunicacdo pessoal).

-Houve  grandes diferengas na recuperacdo de artemisinina
conforme os processos de extracdo agquosa. Quando ela se
realizou em dgua fervente, (com as folhas sendo fervidas junto)
a perda foi severa, mais precisamente, ao redor de 46% da
artemisinina total.

-Por outro 1ado, quando a extracdo foi realizada com dgua quente
logo ap6s esta ter side fervida (vertendo-se a dgua sobre as
folhas secas) cerca de 55% da artemisinina foi encontrada no
extrato. 0O restante estava presente ainda nas folhas, tendo
havido apenas uma perda de 4%, segundo a estimativa.
-Acreditamos que este (1timo sistema de extracdo, realizado com
folhas ricas em artemisinina, devera promover noves estudos

sobre a eficdcia farmacoldgica de infusdes.



io1
3. DISCUSSAQ GERAL

Sendo & A. annua L. uma espécie aiodgama de ampia distribuicgdo,
encontramos g¢rande variabiiidade genetica ¢ que explica os
diferentes rendimentos de artemisinina citados na l1iteratura,
além das diferencas provenientes dos métodos particulares de
amostragem e analise. As pepulacfes de base expressam esta
variabilidade no desenvolvimento vegetativo e nos teores de
artemisinina. 0s nossos primeiros trabalhos ddentificaram a
ocorréncia de florescimento irregular e consequente falta de
uniformidade dos cultivos. Desejou-se selecionar individuos de
florescimento tardio para se ter maior Diomassa; porém, esta
selecdo fol de grande intensidade pois a maicria dos gendtipos
apresentava florescimento precoce nas condicfes fotoperidodicas
do Brasil. HNas nossas condigbes, restavam poucos individuos
selecionados e 0s teores de artemisinina eram ainda baixos. Com
a selecdo desenvolvida na Suica, onde as piantas ndo florescem,
tanto a bhiomassa como o0s teores de artemisinina puderam ser
avaliados, encontrando-se individuos superiores nestes
caractéres. Qutra diferenca entre ¢s trabalhos desenvolvidos nos
dois paises foi quanto ao teor de acido artemisininico: nas

populacbes meilhoradas no Brasil, encontramos teores de até 0.5%
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de dcido artemisininico, enguanto que nas populacles, clones e

hibridos selecionados na Sufca, mediante monitoramentc do teor
de artemisinina, o é&cido artemisininico era ausente. Vindo
portanto, a colaborar com a hipdtese do dcido artemisininico ser
precursor Dbiossintético da artemisinina; assim, a selecédo
estaria a nivel de piantas que possuissem regulacdo enzimatica
favorédvel a esta transformacdo.

0 sensivel aumento nos teores de artemisinina, passando de 0.2%
a, ate, 1.3% de artemisinina nas folhas (secas) de A. annua L.,
se atribui ao fato dos trabalhos terem sido monitorados peia
andlise quimica. 0 método por CCO+Densitémetro, otimizado para o
namero de determina¢les necessdrias, foi ¢ grande responsavel
por tals incrementos. Sabemos que outros métodos poderiam ser
mais precisos para a determinacdo da artemisinina, como por
exemplo, por CLAE+detector elétroguimico, ou CLAE+UV. Porém,
para o proposito dos trabalhos de selecdo, fez-se necessario um
método rapido para ser apiicado a um grande nimero de amostras.
Um estudo comparativo sobre os teores de artemisinina detectadss
por CCD+Densitometroc e agqueles considerados mais precisos,
mostraram valores de correlacdo linear (r®) de 0.90 a 0.93
{DELABAYS, dados ndo publicados).

Qutra razdo para o incremento em artemisinina foi o conhecimento

do alto grau de herdabilidade deste caractér, promovendo o
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melhoramento propriamente dito, através de hibridos obtidos a

partir de clones selecionados. Marcadores enzimaticos,
peroxidases e esterases, foram utilizados a titulo de sondagem
metodol10gica sobre o polimorfismo enzimético entre os hibridos e
seus progenitores. 0s proteincgramas peroxiddsicos dos hibrides
testados, possuiam a soma das bandas dos seus respectivos
progenitores. A nivel das populacles, foram encontradas
diferentes atividades peroxiddsicas. J& a atividade esterdsica
foil bastante fraca nas populacdes avaiiadas (PETER BLANC, 19972:.
Assim, a segunda seiecdo, agora sobre tais gendtipos melhorados
em artemisinina e em biomassa, foi dirigida para florescimento
tardio sob  condicdes controtadas de fotoperiodo curto,
resultando na selecdo de progenitores (clones) para novos
hibridos (P1.5, P1.39 e P1.47) além do hibrido “Ch. x Viet.55”.

Considerando gque a avaifacdo dos genétipos selecionados 2
methorados através de cruzamentos deva ser realizada no ‘tocal
onde tal material serd cultivado, os hibridos “Ch. x Viet. 55" e
“92/827, cumpriram os ensaios de avaliacdo no RBrasili. Outros
hibridos estdo sendo avaliados em funcdo do programa de
melhoramento genético que se instalou no CPQBA (*P1.5 x P1.39~7,
“P1.5 x P1.477), além de novos hibridos obtidos na MEDIPLANT. As
avaliacbes conduzidas a nivel de campo, em larga escala,

promoveram o estudo comparativo entre o0s rendimentos dos



104
diferentes genodtipos. Tornou-se fundamental, no entanto, a

manutencdo dos progenitores para se poder recorrer a  eiles

visando a producdo de sementes nibridas. Tal manutencdo vem
sendo realizada vegetativamente por estacas ocu por cuitura de
tecidos, sem passar pela fase de calos, para se evitar 3
variabilidade soma cional.

A metodologia wutilizada nestes trabalhos, de se explorar 3
variabilidade genética natural da espeécie, através de seilecdo e
cruzamentos, bem come de se utilizar g fertilizacdo nitrogeneda

aplicada aos gendtipos obtidos, Dromoveram aumentocs

significativos dos rendimentos de artemisinina, aléem de resuitar

na padronizacdo da cultura. Fsses aumentos, verificados em
cultivo no Brasil, passando de 5 para 30Kg de
artemisinina/ha/corte, aproximadamente, colaboram nara d
producdo economicamente vidvel deste medicamento no pais. De

fato, a garantia de producdo da matéria prima 2 a otimizacdo

[
[§h}

seus rendimentos sdo condicbes bhésicas para promover Qs
investimentos agro-industriais necessarios para & producdo dos
medicamentos.

Enquanto este processc poreém, ainda se pde a caminho, 0S nOsSses
resultados de exfrates aquosos a partir da obtencdo dos

gentétipos ricos em artemisining, retornam a cogitacado
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possibi T idades anteriormente descartadas sobre o wuso de

infustes.

Mesmo sabendo-se que a via oral & menos eficiénte no controle do
Plasmod 7um, como vimos na introducdo, esta poderia agora ser
interessante para a populacdo gue sofre nas dreas de malaria e
gue vivem na condicdoc de miséria total. Consideramos que tais
extratos merecam novos estudos farmacologicos e toxicoldgicos,
inclusive para se definir pardmetros sobre a posologia.

0s diversos estudos conduzidos nesta década com a especie de
origem chinesa, A. gnnva L., tornam eminente a producdo dos seus
medicamentos  antimaldricos em outras partes do mundo.
Atualmente, existem cultives sendo ampiiados na Birménia,
Tanzéania € em Madagascar, para fornecimento de matéria prima
para empresas farmacéuticas da Europa as quais ensaiam processos
em targa escaia (DELABAYS, comunicacgdo pessoal). Contudo, essas
empresas, que acompanham também &s pesquisas do CPOBA e da
MEDIPLANT, wveem com grande possibilidade a instalacdo de
unidades de producdo no Brasil, desde a matéria prima até o
medicamento, considerando oS estudos aqui realizados, nosso
grande interesse no controle da maldria, a situacdo econdmica e,
incitusive, as boas relacgdes diplomdticas.

A titulo de estimar o custo de producdo da matéria prima, jd que

agora <conhecemos o0s rendimentos, elaborou-se uma planilha de
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custo (tabela 25), mesmc considerando que muitas operacgdes

poderdo ser otimizadas. De fato, como todo desenvolvimento
agrotecnologico aplicado, existe o cardter dindmico das diversas
etapas do processo de obtencdo dos principios ativos, podendo-se

prever 0 desenvoivimentc de algumas técnicas favordveis

ot}
o

cultivo da 4. gnnua L., como a mecanizagdo das operacdes de
plantio, colneita e processamento pds-colheita. Neste sentido,
poderiamos mencionar 0 uso de sementes peletizadas, dispensando
a fase Tformacdo de mudas em viveiros, devido a possibilidade de
plantic direto e mecanizado. Esse sistema traria vantagens de
ordem de custo e algumas pesquisas preliminares foram conduzidas
na Franga e na Austraiia. Por outro lado, haveriaz a necessidade
de se controlar as ervas invasoras, provavelmente através de
herbicidas.

Investigaches subsequentes, agora do nonto de vista
bioidgico/genético, seria sobre o processo de cobtencdo dos
hibridos o qual se benificiaria de técnicas que venham a
permitir maior tempo de conservacdo de pdlen, facilitando a
sincronizacgdo do estadio de florescimento entre 0S$ parentais.
Estudos preliminares de OBRIST (1994) mostraram algumas técnicas
de conservacdo de poélen de 4. annua L. a baixa temperatura,

porém, 0S resultados ainda ndo foram satisfatdérios.



107
OQutra grande vantagem do cultivo em regido intertropical, como o

Brasil, & sobre a questdo da secagem. 0Os cultivos de A. annua L.

8
e

necessitam passar por operacoes de separacdo das folhas e

[
(18]

secagem apds a colheita. MNos paises da Europa, o periodo
colheita coincide com o fim do outono ou inicio do inverno,
zxigindo 0 uso de secadores. Jd nas condicBes do Brasil, grande

parte da secagem pode ser realizada 3 pleno soi, de forma bLes

e
(D
Yy

mais econdmica e segura, pois sendo a artemisinina uma mo
termoiabel, a temperatura de secagem & um fator oritico.
Com esses estudos, estabeleceu-se um programa dindmico de
melhoramento genético da A. agnnua L. no CPQBA, o qual ja atende
0s objetivos propostos, revelando genotipos altamente
competitivos para 0 cultivo em regiao intertropical.
Considerando gque o custo de obtencdo do medicamento no ocidente
deverd ser ainda definido, estimamos o custo das etapas basicas
da producdo da matéria prima, chegando-se a valores da ordem de
R$3.20/Kg de folhas secas.

0 programa continuard a servir os interesses da 4. annua, L. na
tuta contra a mailaria; porém, outras espécies poderdo ser

exploradas com a metodologia adquirida.
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Tabela 25. Custo da producdo da folhas de A. annua L. hibrido
Ch.x Viet.b5: (Estimativa realizada em abril/96, para o cultivo
de 1 hectare)

Producdo de Mudas:28.000 mudas/ha (espacamento de 0.6 x 0.6m)

Reais

ATuguel de Casa de Vegetacdo: (RS 500 x 2 meses).... 1.000,00
Substrato vegetal .. ... . e 300,00
Mdo de obra para: enchimento dos tubetes, semeadura,

repicagem, irrigacdo compltementar: (36 homens/dia). 1.080,00
1 funcionario nivel basico: (R$ 350 x 2 meses)...... 700,00
Sub-Total (MUdas): .. e et e 3.080,00
Preco da MUAE . .t e e e e et e e e et e e e e 0,11
Cultivo:

Aluguel da terra: (R$ 150/ha/més x 6 meses) 900,00
Mdo de obra:(Transplante, capina, colheita:40h/dia) 1.200,00
Preparo do soio e operacdes mecanizadas: 2.000,00
AdUDB G Ot e e e e e 600,00

Mado de obra:{Secagem, separacdo, embalagem:40 h/dia) 1.200,00

Sub-total (CultivOo . 5.900,00
Total (mudas + CUTEIVO) L. i e e e e 8.980,00
Rendimentos:

Hibrido “Ch x Viet. 55” = 2.800Kg de folhas secas/ha/corte:

Estimativa do Custoc de produgdo = R$ 3,20/Kg de folhas secas de
A. annua L.
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