UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

Ana Paula Pellegrino

“AVALIACAO ATRAVES DE TECNICAS DE

CULTURA DE TECIDOS DA PRODUCAO DE

ANTIMALARICOS EM GENOTIPOS SELECIONADOS

DE Artemisia annua L.”

pslo (a) candidato (a)
L% el

Fzllean,

Tese apresentada ao Instituto de

Doutor em Biologia Vegetal.

Este exemplar corresponde & redagie final

¢ aprovada pe'a Comissao Julgadora.

24/3/2000

da tese defendida
Ara Yauln

:{ ' Biologia para obtencio do Titulo de

ORIENTADOR: Profa. Dra. Simone Liliane Kirszenzaft Shepherd

2000

\\\\\\\
L

. s
8 gm BRIGAWP :
e wrr s GO, ]



RVIL L
"H"\MQQA

£ Wﬁﬁéﬁyﬁ »ff«’y
?x

W80 B/ 4 L g‘iﬁi’;::
TR ABC...

: i -l o \,(e |
H “&%ﬁ}” feTo Nl
A bd wmlwwm

(U BRI D B S ST

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA —~ UNICAMP

Pellegrino, Ana Paula
P634a Avaliagio através de técnicas de cultura de tecidos da

produgdo de antimaldricos em genétipos selecionados de
Artemisia annua L./Ana Paula Pellegrino. - - Campinas, SP:
fs.n.], 2000
128f: jlus.

Orientadora: Stmone Liliane Kirszenzaft Shepherd

Tese (doutorado) — Universidade Estadual de Campinas,
Instituto de Biologia.

1. Artemisia annua. 2. Plantas medicinais. 3. Malaria-tratamento.
I.Shepherd, Simone Liliane Kirszenzaft. I Universidade Fstadual de
Campinas.Instituto de Biologia, III. Titulo.



Data da Defesa: 24 de margo de 2000
Banca Examinadora:

Titulares:

Profa. Dra. Simone Liliane Kirszenzaft Shepherd (orientador)

S M Elw%;{f,}]t .é%pé\a.

Profa. Dra. Angela Pierre Vitonia ;

Profa. Dra. Vera Licia GarciZehder
%m ML %&m@.%/& .

Profa. Dra. Mary Ann Foglio

W OO oo

Prof. Dr. Pedro Mellilo de I&agal es

y{/%//m |

Suplentes:

Profa. Dra. Marlene Aparecida Schiavinato

Prof. Dr. Jorge Vega




Aos meus pats, pela constante amizade,

ncentivo e apoio,

e ao (Cicero, companheiro

de todos os momentos.

Com amor.



AGRADECIMENTOS

A Deus pela forga ¢ iluminagdo que me possibilitaram concluir este trabatho.

A Profa. Dra. Simone L. K. Shepherd pela orientagdo e amizade incondicional ao longo de

todos estes anos.

Aos Prof. Dr. Vera Rehder, Mary Ann Foglio ¢ Pedro Mellilo de Magalhzies pela inestimavel

ajuda na pré-banca, sem a qual a finalizagdo deste trabatho ndo teria sido possivel.

Aos amigos e colegas do Departamento de Fisiologia Vegetal da UNICAMP pelo carinho e
companheirismo, em especial 4 Katia Viviane Gongalves pela presenca € amizade constantes,

¢ aos professores pelo conhecimento transmitido durante esses anos de estudo.

Aocs funcionarios do Departamento ¢ das Secretarias de Pds-Graduagdo pela disponibilidade e
ajuda, em especial 4 Josénia pelas dicas ¢ pelo apoio, ¢ 4 Dulce Regina G. Joaquim pelos

valiosos ensinamentos no laboratério.

A CAPES pela bolsa concedida.



“4 vida é como andar de bicicleta:
a gente s6 cai quando pdra

de pedalar”



INDICE

ADBTEVIATIIAS L...iieiiirieer et e e et e v st ss s saeess s s ass s reseenseassseasseessesan e sesanseseeee e et tasssens i
RESUINO 1ottt reecrmstrena s s s e e s cas e en s et een e s e en e enesasses e e seen e e seee 1
SUMMMALY .ottt e s eaea et seas e s e s se s bt sess e temenes et eeessasesaennseesmnes oo v
1. INtrodugiO GEral .. ..ottt o eee e s e mee e eres e e e e em et b eeeaed 1
1.1. AMalaria........... e e s e esnrorer e ettt 1
L2, A planta Artemisia Grnta L. ....cccceeeeeecucuereeeeeeeeenecvenss st esestressesesosessosssssssesssesssessesseseesnees 7
1.3, A GrtemMSINING ...ovviireeeeeeseiseeienennnsrenesiesessssererrsrenraresesmrsmsessassssessanannesestsaeesssemssrrensnsraseaesassras 10
LA OBJEUIVO GIAL ...ttt s s sssass st emes s e s s sttt seeeness e esanen 13

Capitulo I~ Influéncia  das condigbes de  cultivo sobre o crescimento ¢ a produglo

de A4cido artemisininico em raizes transformadas do hibrido “Ch x

Vit 557 de A @i Lo eae e e ees s 15
LLINIPOQUGAD ...ttt b s e oo es et e s e b ene o 15
ZUOBJBIIVOS ..ottt st et e e et e e e e st se e e et s e ee e e e e eee e 19
3. Materiais € MELOGOS ...c..o.oreiice ettt e e e e e e e e s 21
4. Resultados € DISCUSSAD .......vocvevereeeiieie et ceee e et ee e e et s oo ees s eeee 33



Capitulo II — Avaliagdc do crescimento ¢ da produgdo de artemisinina em hibridos “Ch x Viet

537 e “39 x 1V” de 4. amma L. micropropagados ¢ obtidos por

SEIMCILES........oiisii it ees st a s s e s et e esseee e eeeeee e 51
LAIFOGUGHO ..ottt e eesmmsme s e sestseeeeeseeeeeeseseeeseeeee e 51
2 OBJEUVOS «...cvneenis e atne et ettt eeon e eeeeeeeee e 55
3. Matetiais € MEIOAOS «.....cv..eoeecreceaeraenr e ee oo s eeoeeeooeoeeeeoeoeseo oo 57
4. ReSUA0S € DISCUSSED .........eoemrerrenntaneeee s eeesese e eeeeees oo 63
S COMNCRISBES . oeoceoricietc ettt eeen et eeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeoeee . 75

Capitulo - Avaliagio. comparativa dos niveis de artemisinina, clorofilas ¢ carotendides em

genotipos hibridos ¢ em uma populagic nio melhorada da planta medicinal

ALGIIUA L oottt teses s e eeeeeeeeseses oo 77
L HUEOUGEO ..ottt et et sttt see e e 77
2L OBJEHVOS ettt ettt et e ne et en et ee e eeeeoeee e 81
3. Materiais € MELOAOS ..........ovvrereeeeeris e 83
4. ReSulados € DISCUSSED ........everueeurereeiane e raesecesceete e oo oeeeoeeeeeeeeeee oo 89
3. COMCIISOES .ottt et eeeeeeeeeeee e oo 97
Conclusdes Gerais ........ocoovveeeeoerennn... e E e s e neaet S ae ke rn e et n b nbbaneteeneenereeareass semeserbsns 99

LIETAMIEA CHAGA «...vvv..ccvemmnre oot e e oo oo eee oo oeeeeseeeeeeeeoeeeeeeo 101



ABREVIATURAS
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pRi: plasmideo do Agrobacterium rhizogenes.

RNA: 4cido ribonucléico.

RNAse: ribonuclease.

SDS: sodio dodecil sulfato.

SSC: sodio sarcosil citrato.

T-DNA: regido do plasmideo que ¢ transferida para a planta, ap6s a integragio no genoma
vegetal (DNA transferido).

Tris — HCY: tris (hidroximetil) aminometano hidroclorido.
Tris: tris (hidroximetil) aminometano.

UNICAMP: Universidade Estadual de Campinas.



RESUMO

A malaria ¢ uma das mais graves moléstias das regides tropicais,
com 300 a 500 mithdes de casos clinicos ¢ mais de 1 mithio de n‘%ortcs anuais. O parasita
causador da doenga € o Plasmodium, transmitido pela picada do mésquito Anopheles e que
adquiriu resisténcia aos medicamentos tradicionais. Atualmente um dté»s principais fratamentos
para os casos mais graves da maldria resistente causada pelo P. falciﬁuamm utiliza derivados
semi-sintéticos da artemisinina, produto natural isolado da Artemisia annua L., espécic nativa da
China ¢ aclimatada em vérios paises, inclusive no Brasil. O principal objetivo deste trabalho foi
avaliar, com a utilizagdo de técnicas de cultura de tecidos, gendtipos hibridos de 4. annua
altamente produtivos em artemisinina ¢ com florescimento tardio, obtidos pelo programa de
methoramento da MEDIPLANT e do CPQBA/UNICAMP. Raizes transformadas via
Agrobacterium rhizogenes do hibrido Ch x Viet 55 foram avaliadas quanto ao potencial de
crescimento e produgdo de acido artemisininico, e quanto a agio de reguladores de crescimento
sobre as culturas “in vitro”. O pico de crescimento de biomassa das cultufas “in vitro” foi
determinado como sendo aos 28 dias de cultivo, ¢ a desdiferenciagio foi maior quando da adigio
de auxinas no meio de cultura, confirmando resultados descritos na literatura para tecidos nio
transformados. Embora as raizes transformadas tenham apresentado dcido artemisininico em
quantidades maiores (0,48 g / kg massa seca) que as raizes normais (0,16 g / kg massa seca), as
quantidades produzidas ainda ndo foram suficientes para um cultivo com finalidades comerciais.
Também foi estabelecido um protocolo de micropropagagio ¢ aclimatagiio para os hibridos Ch x

Viet 35 ¢ 39 x 1V com a obtengio de 50-60 plantulas fenotipicamente fiéis as plantas matrizes

em cada sub-cultura, sendo obtido maximo enraizamento (100%) com 2 mg/L de AIB aos 12 dias



apos a transferéncia das plantulas. As curvas de crescimento & produgio de massa, as analises

de aglcares ¢ de artemisinina ndo apresentaram diferengas significativas entre as plantas
matrizes ¢ micropropagadas, ¢ validaram o processo de micropropagagio para a manutengio
dos hibridos e de seus parentais. Na tltima ctapa, os hibridos Ch x Viet 55 ¢ 39 x 1V foram
cultivados “in vitro™, ac:?imatadas ¢ comparados com uma populagio ndo melhorada de 4. annua.
Os hibridos apresentaram superioridade de crescimento e elevados teores de arternisinina,
proteinas, aghcares, clorofilas e carotendides. A populagdo melhorada apresentou rendimento em
arternisinina de 37,72 mg de artemisinina por planta (folhas secas), contra 11,61 mg da populagio
ndo melhorada. Os teores de clorofilas e de carotendides acompanharam os niveis de artemisinina
apresentados pelas duas populagdes, evidenciando a existéncia de uma correlacio positiva entre
esses compostos de origem biossintética comum ¢ possibilitando um acompanhamento indireto

dos teores de artemisinina através das analises de clorofilas e carotenoides.



SUMMARY

Malaria is one of the most serious diseases in the tropical regions, with 300-
500 million clinical cases and more than 1 million deaths a year. The patogenic agent,
Plasmodium, which is transmitted by the bite of the Anopheles mosquito is resistent against the
traditional medicines. One of the main treatment for resistent malaria caused by P. falciparum
uses semi-synthetic artemisinin derivatives, a natural product from Artemisia annua L., native
from China and adapted in various places, incluciing Brazil. The main objective of this work was

to evaluate 4. anmua hybrid genotypes rich in artemisinin and with late blooming, obtained by
breeding program of MEDIPLANT and CPQBA/UNICAMP, with tissue culture techniques. We

obtained transformed roots in Ch x Viet 55 hybrid by Agrobacterium rhizogenes and they were
evaluated in relation to there potential growth, artemisinic acid production and effects of growth
regulators of cultures “in vitro”. The biomass growth peak was on the 28% day of cultivation, and
the greater dedifferentiation with the addition of auxin in the culture medium, in accordance with
results obtained previously in non-transformed tissues, The fransformed root cultures showed
greater vields of artemisinic acid (0,48 g / kg dry weight) than normal roots (0,16 g / kg dry
weight), but the yields were not sufficient for commercial cultivation, We also obtained a
micropropagation and climate adaption protocol for Ch x Viet 55 and 39 x 1V hybrids, that
resulted in a 50-60 plants phenotipically identical to the original plants in each subculture, and we
obtained maximal rooting (100%) in 2 mg/I. IBA, 12 days after scedlings were transferred. The
curves of growth and mass production, and the analysis of sugar and artemisinin did not show
differences between micropropagated and original plants, and they validated micropropagation
process to maintenance of hybrid and parental plants. In the final experiment, we cultivated and
climate adapted Ch x Viet 55 and 39 x 1V hybrids, and we compared them with a non selected A.

anmua population. The hybrids showed a growth superiority in association with high levels of

v



artemisinin, protein, sugar, chiorophyll and carotencids. The hybrids resulted in 37,72 mg
artemisinin in each plant (dry leaves), against 11,61 mg in non selected population. Chlorophyll
and carotenoid levels ‘{%vere in accordance with artemisinin levels showed by hybrids and non
selected population, making clear the existence of a positive correlation between these
compounds: c}ﬂorophyils and carotenoids. These compounds have the same biossinthetically

origin and these results make possible a indirect measurement of artemisinin vields by

chiorophyll and carotenoid analysis.



1. INTRODUCAO GERAL
1.1 A MALARIA

De acordo com dados da OvganizacBo Mundial da Satde, 2 malada ¢
atuaimente a mais importante doenga ém'asimﬂa. tropical, ¢ mata mas gue todas as outras
doengas registradas, com exceclio da tuberculose (WHG, 1998). Conhecida desde a
antigiiidade, j4 existiom descrigdes da malaria em antigos manuscrilos egipcios datados do séeulo
ANT a.C.. Assoviada 2 sinfomas como febres ¢ remores, a doenca velo novarnenis a ser descriia
na Grecia clissica por discipuios de Hipborates, os primeiros a perceber a associacio entre a
maldria & a ccorrdncia de febres a intervalos regulares. Na mesma época, em torne do séeule ¥
a.C. ssses mesimos sstudicsos observaram a ligagio das febres com os pintancs. Mo séeule XV
os ialianos acreditavam que a contaminagio pela maliria ocorda devido ao "ar ruim™ (mal aria)
que se respitava provimo A locals pantanosos, originando o lermo maloric tal como o
sonhecemos ¢ que o incluso na Hteratura médica inglesa duranie a primeira metade do século
HIK, Até hoje a denominacio da doenca em francés {paludisme) & em sspanhol (paludismo)
derivam do latim pales, que significa plntano (Klayman, 1989; The Atlantic Monihly, 1997).

A mataria manifesta-se normalmenic em regifes quentes ¢ amidas com
temperaturas acia de 20°C ¢ umidade relativa do ar maior que 35%, e encontra-se em
orescimento em vanas drsas. Ocorremr anualmente 300 a 500 mithdes de casos clinicos de
maldria resultando em mais de 1 milhdio de mortes, sendo a grande maioria entre criangas com
menos de 5 anos de idade (WHO, 1598). Quase 90% dos casos ocorre na Afica, mas grandes
dreas da Asia, Amdrica Ceniral ¢ América do Sul contribuem significativamente para 0 aumento
dessas estatisticas, sendo que somente no Brasil 400 mil casos foram notificados para 0 ano de

1997 (SUCEN, 1999). A Organizaglo Mundial da Sagde estima ainda que cerca de 40% da

i



populagdo mundial sofre riscos de ser contaminada pelo parasita, ¢ que 2 malaria ainda é um sério

problema em mais de 90 paises, habitados por cerca de 2400 milhges de pessoas (WHO, 1998),

América Central
00 mil
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Figara 1. Areas de transmissfo da maldria ¢ estimativa do nfimero de pessoas infectadas

anvalmente no mundo (adaptado de Marchese, 1999; WEHI, 1999 ¢ WHO, 1998).

Os agentes causadores da maléria em seres humanos sdo quatro espécies de
protozodrios do género Plasmodium: P. vivax, P. ovale, P. malarice ¢ P. Jalciparum, Desses, o P,
JSalciparym causa a forma aguda mais severa e letal da doenga, a maldria cersbral. A maléria ¢
transmitida pelas fémeas do mosquito do género Anopheles {Klayman, 1989). Estes sfio
preferencialmente rurais, habitando florestas e matas e suas proximidades, principalmente perto
de lagoas e 4guas limpas, mias também vivem dentro e ao redor das residéncias proximas a areas
de grande vegetagBo. T8m habitos crepusculares e noturnos, nfio sendo comum se alimentarem

durante o dia. Proliferam-se em 4guas limpas ¢ no Brasil distribuem-se por todo o pais, com



excecdo das areas de seca no Nordeste e do extremo sul. No Estado de Sio Paulo sfo encontrados
na regido da Serra do Mar e na regifio Oeste do Estado, onde transmifem a doenca de forma
aatural. No entanio, a malaria notificada no Estado de S3o Pavlo, o sua grande maioria, provém
de ountras regifes do pais (284 casos dos 323 notificados no ano de 1997 (SUCEN, 19993,

4 Yorma infecciosa do parasifa que ¢ Introduzida no hospedeiro pela picada do
mosquito corresponde aos esporozoitos, que apds civcular brevemente pela corrente sangiiinea
chegam at¢ as oélulas do figado, onde se instalam sem provocar .a-zmmﬁms g s¢ transformam em
formas chamadas exoeritrociticas. Cada uma produz milhares de parasitas (merozofios) que, apés
alguns dias caem na corrente sanpuinea ¢ invadem as hemdcias, onde se multiphcam. Alguns
rerozoitos se iransformam em gametteitos (masculinos ¢ femininos), formas que poderfio ser
aparthadas por wm mosquito ac picar ¢ individue infectado, ndciande um nove ciclo (Figura 2).
Os sinfomas tais como calafrios ¢ febre, aparecem no hospedeinro quando as hemicias sdo
destruidas e os merozottos Hbertados (Nussenzwelg & Nussenzweig, 1985, SUCEN, 1999,

WEHL 1999),
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Figura 2. Ciclo do Plasmodiun: (adaptado de WEHI, 1999).



Ao contrario de muitas moléstias que produzem resisténcia a reinfecgbes ao
longo da vida a maléria somente causa imunidade apés muitas infecgGes recotrentes ao longo dos
anos. Além disso, a imunidade adquitida desse modo ¢ apenas parcialmente efetiva ¢ resulta em
infecgbes brandas ¢ &s vezes assintomaiticas, apesar da presenca dos parasitas. Esse tipo de
imunidade também ndo dura por muito tempo, ac menos que seja reforgada por reinfecgdes
freqilentes. No entanto, observa-se que em 4rcas endémicas as pessoas que sobreviveram a uma
infec¢do pelo P. falciparum durante a infincia desenvolvem um certo grau de imunidade 2
doenga (Klayman, 1989; Nussenzweig & Long, 1994; WHO, 1998).

As tentativas de controle ¢ tratamento da malaria ndo sfio recentes. Fm 1834 os

quimicos franceses Pierre Pelletier ¢ Joseph Caventou isolaram um alcaléide da drvore cinchona,

a quinina, que se tornou o principal tratamento disponivel durante muitos anos (Klayman, 1985;
1989). Até hoje os individuos infectados vém sendo tratados com drogas derivadas de quinina,
principalmente a cloroquina, embora o P. falciparum tenha se tomado geneticamente resistente
ao tratamento. Na 0ltima década as pesquisas relativas ao desenvolvimento de vacinas evoluiram
consideravelmente, existindo atualmente mais de dez substincias em estudo, algumas 12 na fase
de testes clinicos. No entanto, estima-se que uma vacina efetiva no controle da doenga, somente
esteja disponivel nos préximos 7 a 15 anos (WHO, 1998; Marchese, 1999). Até que se consiga
obter vacinas a pregos acessiveis ¢ promover vacinagBes em massa, a melhor alternativa para o
tratamento de casos graves de malaria resistente causada por P. falciparum é a utilizagio de
derivados semi-sintéticos da arternisinina, produto natural da planta 4. anmua L. que vém se

mostrando bastante eficaz no tratamento dos individuos infectados pelo parasita {Klayman, 1985;

WHO, 1998; Marchese, 1999). A artemisinina caracteriza-se por apresentar baixa solubilidade,
tanto em dleo quanto em 4gua, o que dificulta a sua administragio. Por isso vém sendo

desenvolvidos derivados semi-sintéticos da artemisinina, com melhores caracteristicas de



solubilidade, como por exemplo arteéter e arteméter (ambos solliveis em éleo), e artesunato de

sodio, solivel em agua (figura 3),

steabEhBE

Conn

Artemisini Artemeter R=CH ,
comsining Arteéter R=CH ,CH,
Artesunato de sédio R=COCH ,CH,COONa

Figura 3. Artemisinina e derivados arteméter, arteéter e artesunato de sédio.



1.2. APLANTA A. annua L.

A A. annua L. faz parte da mais tradicional medicina chinesa, sendo conhecida
como ginghaosu (erva verde) ¢ vem sendo wlilizada ha séculos para tratamento de varios tipos de
moléstias, incluindo febres de diferentes origens. £ uma planta aromatica anual que ocorre
naturalmente como parte da vegetagdo de estepe do norte das provincias de Chahar ¢ Suiyuan
(40° N, 109° L) na China, entre 1000 ¢ 1500 metros acima do nivel do mar, porém atualmente
também aparece de maneira selvagem em outros paises. A espécie foi iéntrodua‘da 1o Brasil em
1987 pelo CPQBA/UNICAMP, que desde entdo vem realizando experimentos e observando o

comportamento da espécie com o objetivo de otimizar o cultivo em nossas condigbes (Figueira,

1995).
Dicotiled6nea anual, pertence 3 familia 4steraceae, tribo Anthemidae. E cultivada
na Europa pelas suas qualidades aromaticas ¢ na China como planta medicinal (Klayman, 1989;
Woerdenbag ef al., 1994). O 6leo essencial da 4. ammua vem também sendo usado na produgio
de vermute como aromatico (Anénimo, 1992), ¢ na indistria de fragrincias (Charles et 4l
1991).
A planta apresenta carater arbustivo com altura variando entre 0,8 ¢ 2,0 metros
(Ferreira & Jamick, 1996). Propaga-se¢ vegetativamente ¢ por sementes, reproduzindo-se
naturalmente por fecundagio cruzada (Magalhdes, 1996). E sensivel ao comprimento do dia,
havendo na literatura variagbes quanto ao fotoperiodo critico para indugio da floragdo, desde
11 horas (Magalhdes, 1996} até 12 a 14 horas (Geldre ef al., 1997). A planta floresce cerca de
duas semanas apos a indugio (Ferreira, 1994).
As folhas de A. anmua sdo cobertas de tricomas glandulares (Duke et al.,

1987; Duke & Paul, 1993), cada um deles composto de dez células diferenciadas em cinco

pares de células, cada par aparentemente com funcbes diferentes conforme deduz-se a partir

7



das diferengas ultracstruturais (Duke & Paul, 1993), ¢ sabe-se que um biotipo de 4. annua
desprovido de tais glindulas nio apresenta artemisinina. Dai se conclui que a artemisinina &
seqiiestrada nos tricomas glandulares da 4. annua, visto que flores e folhas, estruturas ricas em
artemisinina apresentam abundantes tricomas glandulares (Duke ef al., 1994; Ferreira et al.,
1993). O contetido de artemisinina é 4 a 11 vezes mais alto nas mnflorescéncias que nas folhas,
durante o florescimento (Ferreira & Janick, 1996), no entanto existem discordancias a respeito
de em que fase os maiores niveis de artemisinina ocorrem. Alguns autores apontam que o
contelido de artemisinina ¢ maior imediatamente antes do florescimento (Acton & Klayman,
1985; Woerdenbag ei al., 1991, 1993, Foglio, 1996; Magalhdes, 1996), enquanto outros
indicam como sendo durante o pleno florescimento (Pras et al., 1991; Ferreira, 1994, Ferreira

& Janick, 1996).
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Figura 4. Planta de 4. amme L. cultivada no Brasil (hibrido “Ch x Viet.55"), em estigio de corie.



L3, A ARTEMIBININA

Mo final da década de 80, motivados pele aparecimento das formas de £,
Jadciporum resistentss a cloroguing, um grupe de clentistas chineses iniciou pesquisas visando
COMPIoVar -ci@nﬁﬁs;amam% a atrvidade antimalarica da 4. annua L. e isolar o composio quimmico
responsavel pela aclo medicinal da planta. Fm 1972 foi isolada wma lactona sesquilerpénica com
aglo efetiva no controle da maldria, sendo denominada ginghaosy {erva verds) ou arternisinina
(Rlayvman, 1983; 1989; Fareira, 1994; Woerdenbag ef of, 1994, Magalhfies, 1996). A atividade
terapdutica da ;m'i:@miﬁ;im’n;i basela-se na redugdo do peréxido orgdnico pelo ferro armazenado
pelo parasita a partir da Eﬁ.@nﬂgﬁt}bifm do hospedeiro, formando fermediirios altamenie reativos
responsaveis pela morte d@ Plasmodium {Posner et al., 1995).

A f&iﬁi&%@ orginica total da arlerdsining j4 foi estabelecida (Schmid &
Hoefhemz, 1983; Xu ef aﬁé, 1986; Avery ef al, 1987, Ravindeanath et al, 1990; Averv of al.,
19923, povém devido ao grands amero de elapas ¢ ao baixo rendimento, esta via de obtengiio de
arfemisinina £ invidvel étéa;é‘nim ¢ economicaments, o gue faz com que a planta 4. ansma 1.
continue sendo wma aﬂim‘ﬁéﬁm valida para a obienglo de artemisinina nos dias de hoje.

A via hii:ssint@?ﬁca da artermisinina ainda niic fol completamente sstabelecida,
embora alguns passos da %H,%i biotransformagdo j4 tenham sido shucidados. O farnesil-pirofosfato
{FPP} forma-se a partir da &ﬂﬁdﬂﬁﬁﬂgﬁi} do isopentenil-pirofosfate (IPP) com o geranil-
pirotostato (GPPY (Mann, ]%"@87 s MeGarvey & Croteau, 1993; Dey & Harborne, 1997). De acordo
com Akhila ef of. (1987, @ KPP ¢ umn dos precursores iniciais da via biossintética da arternisinina,
sendo 3 artenuina B mw precursor imediato. Estudos posteriorss sogeritam que o dcido
artervisininico & :&iﬁmﬁmd@; a partir da ciclizagdo do IPP, ndo sendo, no entanto, precursor direio
da artemisinina { Akhila of of,, 1990). Outros sutores sugerem o dcido artemisininico como sendo

um possivel precursor bipgenético da artenutna B (ElFeraly of al., 1986, Jung et al., 1990; Nair



& Basile, 1993; Brown, 1994), sendo a artenuina B 0 precursor da artemisimina. Na figura 5 a

seguir estdo mostradas as principais vias descritas na literatura para a biossintese da artemisinina.

isopentenil-pirofosfato farnesil-pirofosfato

Z

artemisinina

artenuina b acido artemisininico

Figura 5. Vias de biossintese propostas para artemusinina. 1. (Akhila er o, 1990); 2. (El
Feraly et al, 1986, Jung et al, 1990; Nair & Basile, 1993; Brown, 1994); 3.

{(Akhila ef al., 1987, Sangwan ef al., 1993; Nair & Basile, 1993; Brown, 1994)
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1.4. OBJETIVO GERAL

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar, quanto a produgiio de compostos
anti-malaricos, hibridos de 4. amnua altamente produtivos obtidos pelo programa de
methoramento desenvolvido pela MEDIPLANT e posteriormente pelo CPQBA/UNICAMP.
Para isso, foram escolhidos os hibridos Ch x Viet 55 ¢ 39 x 1V, sendo utilizadas algumas
téenicas de cultura de tecidos adequadas 3 manufengio desses gendtipos melhorados, que
foram adaptadas aos hibridos estudados. Em um primeiro momento, foi utilizada a
transformagio via Agrobacterium rhizogenes para avaliagio de culturas de raizes

transformadas com relagio ao potencial de crescimento e produgio de 4cido artemisininico,

além da avaliagio da agdo de reguladores de crescimento sobre as culturas. Posteriormente, foi
estabelecido um protocolo para micropropagacio e aclimatagdo dos hibridos no ambiente
local, sendo avaliada a ocorréncia de variagdes somaclonais ¢ a manutengdo dos niveis de
artemisinina nas plantas micropropagadas. Finalmente, os hibridos foram comparados com
uma populagdo ndo melhorada com relagio aos padrdes de crescimente ¢ biomassa, ¢
analisados quanto 4 existéncia de interagbes entre compostos anti-malaricos, clorofilas e

carotenoides, compostos de origem biossintética comum.
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CAPITULO I - INFLUENCIA DAS CONDICOES DE CULTIVO “IN VITRO” SOBRE
O CRESCIMENTO E A PRODUCAO DE ACIDO ARTEMISININICO EM RAIZES

TRANSFORMADAS DO HIBRIDO Ch x Viet 55 DE A.annua L.

1. INTRODUCAO

O género Agrobacterium de bactérias de solo possui a capacidade de induzir
hipertrofias em plantas, especialmente em dicotileddneas. Compreende }vérias espécies, sendo o
A.rhizogenes de grande importincia para processos relacionados a biétccnoiogia vegetal. £ o
agente causador da "sindrome de raizes em cabeleira®, que se caracteriza pelo crescimento lento e
anormal de grande quantidade de raizes (Gordon, 1981). .

Apesar de se conhecer tanto as bactérias quanto os sint%omas decorrentes de sua
mnfecglo desde o inicio do séoulo, a chave da indug3o desses sintomas fo‘?i encontrada somente ha
cerca de 20 anos {Zaenen ef ol., 1974; Van Larcbeke er ol., 1975; Van Slays, 1999) com a
descoberta de grandes clementos extracromossdmicos (os plasmiéeos} abrigando genes
diretamente envolvidos na indugfio da doenga. Com a descoberta da base genética do processo
tornou-se claro que a manifestagio dos sintomas estaria relacionada a ﬁa\;nsferéncia dos genes da
bactéria para a planta, causando assim uma transformagio no genoma {Ia planta hospedeira. A
partir de entiio o Agrobacterium passou a ser associado A possibilidade de utilizagio como vetor
para transferéncia de genes entre plantas, dando inicio ao grande volume r%de pesquisas executadas
na drea durante os ltimos anos.

Com a infecgdo pelo Agrobacterium, ocorre a kmfeﬁ"éncia de um fragmento
especifico de DNA (denominado T-DNA) da bactéria para a planta e a expressdo desse T-DNA

apos a integragdo no genoma vegetal. Algum tempo apés a infeccdo, asghipertroﬁas comegam a
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se desenvolver devido as divisbes celulares estimuladas pela produgio de auxinas e citocininas,
comandada pelo T-DNA. Estes horménios, embora sendo moléculas orgimcas relativamente
simples sdo poderosos agentes de crescimento que controlam wvarios aspectos relativos a
proliferagdio, alongamento e diferenciagio celulares. Como consequéncia de um balango
hormonal desregulado induzido pelo T-DNA, a multiplicagdo celular torna-se descontrolada e
inicia-se 0 desenvolvimento do tumor.

Os tumores do tipo "raizes em cabeleira”, causados pela infecgdo por
A.rhizogenes, sio formados unicamente por células transformadas, constituindo assim clones
celulares (Chilton ef al., 1982; David ef al, 1984; Bercetche ef al., 1987). Proliferam-se
geralmente de modo organizado (embora descontrolado), resultando em uma abundante produgio
de raizes no local da inoculagic. As raizes em cabeleira apresentam um fenétipo bem definido
em relagio as raizes normais de uma mesma espécie sendo que, quando cultivadas in vitro, em
geral crescem mais rapidamente que as culturas normais, apresentando alta incidéncia de
ramificagdes ¢ auséneia de geotropismo (David er al., 1984). Na maioria dos casos esse fenétipo
caracteristico em cultivo i vitro pode ser considerado como um bom marcador geneético para a
transformagio. A natureza clonal das raizes em cabeleira, aliada ao fato de que estas apresentam
um fenétipe bastante especifico e facilmente distinguivel das células normais torna relativamente
facil o isolamento das rafzes transformadas.

O cultivo de raizes transformadas obtidas a partir da moculagido pelo
A.rhizogenes apresenta-se vidvel para a obtenglio de vérios compostos secundarios de plantas.
Como as culturas de raizes transformadas apresentam elevada produtividade devida as altas
velocidades de crescimento, em conjunto com uma boa estabilidade genética ¢ bioguimica,
observamos nos {iltimos anos um aumento nas pesquisas de protocolos vidveis para a produgio

de metabolitos secundarios com aplicagdes quimicas e farmacéuticas. Muitos desses compostos



possuem valor de mercado elevado, justificando sua exploracio mesmo para culturas com
capacidade de sintese pequena (Hamill ef al., 1987).

Os compostos sintetizados em cultura pelas raizes transformadas normalmente
se limitam aos produzidos pelas raizes das plantas normais em uma mesraa espécie (Hamill e al.,
1986; Kamada et al., 1986) ¢ eventuais diferencgas provavelmente se devem 3 auséncia dos efeitos
de transporte nas plantas inteiras. Segundo Endress (1994), a producio dos compostos
secundarios em culturas de raizes transformadas ocome exclusivamente como efeito da
rizogénese relacionada a morfologia alterada dessas raizes.

Embora as culturas de raizes normais (nio transformadas) também possam ser

utilizadas para a produgiio de compostos secundarios para muitas espécies, tanto a produgio

como a manutengio das culturas de raizes normais apresenta-se dificil, acrescido ao fato do qual
a suplementagio de auxina necessaria para otimizar o crescimento das raizes normais pode causar
a modificagdo na produgido dos metabdlitos secundarios (Hashimoto e af., 1986; Norton &
Towers, 1986). Uma das grandes vantagens do cultivo de raizes transformadas sdo os altos niveis
de produtividade em relagio aos metabolitos secundarios. Como a fransformagio normalmente
ndo afeta as quantidades relativas de compostos secundérios sintetizados ¢ as concentragdes
geralmente se encontram nos mesmos niveis que nas raizes ndo transformadas (Endress, 1994),
as diferencas bisicas referem-se 3 taxa de crescimento das culturas ¢ zos niveis de produgio
constantes. O cultivo de raizes transformadas ¢ vantajoso, pois origina culturas de crescimento
mais ripido que de raizes normais, sem necessidade de adigio de reguladores de crescimento ¢

sem decréscimo na produgio de compostos, Além disso, o niimero de cromossomos das raizes

transformadas permanece idéntico a0 da planta matriz da qual origina-se 2 cultura, mantendo-se
durante varias geragdes ¢ garantindo a preservagdo da integridade estrutural do sistema das raizes.
Por isso os niveis de crescimento ¢ de sintese de compostos secundirios permanecem igualmente

estaveis durante longos periodos (Hamill ef al., 1987).

17



Pelos motivos expostos as culturas de raizes transformadas vém sendo
desenvolvidas visando a produgio de compostos do metabolismo secundirio de plantas, em
especial produtos de interesse farmacéutico. A produgio de raizes transformadas via A,
rhizogenes € viavel no caso de 4. annua e, como em raizes normais, as raizes transformadas
produzem 4cido artemisininico e ndo produzem artemisinina, segundo dados anteriores obtidos
por Pellegrino (1995), que obteve 4cido arternisininico em taizes transformadas de 4. ammua a
partir do 4. rhizogenes cepa 8196 em populagbes de plantas oriundas das primeiras infrodugdes
da espécie no CPQBA/UNICAMP. Além de ser um precursor biossintético amplamente utilizado
na seri-sintese da artemisinina, o 4cido artemisininico pode ser produzido como fonte de
substrato quiral para produgfio de novos compostos com atividades farmacologicas a partir das
raizes transformadas de 4. annua, por isso o interesse no estabelecimento de cultivos a partir de
materiais geneticamente melhorados. Sabe-se que o estabelecimento de estratégias eficientes para
a transformacdo de plantas via Agrobacterium depende de uma interag3o bem sucedida entre o
patégeno ¢ a planta (Machado et al., 1997; Banetjee et al., 1997; Vergauwe ef al., 1998). Como a

cepa 8196 do A. rhizogenes mostrou-se a mais adequada para transformagio de 4. annua em

experimentos antetiores, optou-se por essa cepa para o estabelecimento de rafzes transformadas

dos hibridos melhorados pelo CPQBA/UNIC AMP.

10



2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivos:

a) determinar o protocolo para estabelecimento de culturas de raizes transformadas de A.
annua a partir de sementes dos hibridos Ch x Viet 55 obtidos no programa de melhoramento

desenvolvido pelo CPQBA/UNICAMP.

b) determinar as taxas de crescimento das raizes obtidas, através de medidas de massa fresca e

massa seca, além da dosagem de agficares no meio de cultura,

¢) dosar o 4cido artemisininico produzido na fase de pico de crescimento das culturas de raizes
transformadas ¢ comparar com a produgio obtida por raizes normais, investigando as
possibilidades de produgdo de acide a niveis significativos pelo hibrido “Ch x Viet 557 através

da metodologia utiizada.

&) verificar a agdo de reguladores de crescimento sobre o crescimento ¢ a morfologia das

raizes transformadas em culfura.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. MATERIAL VEGETAL, BACTERIOLOGICO E REAGENTES UTILIZADOS

As plantas de 4.annua utilizadas como fonte de explantes para este trabalho
foram germinadas e cultivadas in vitro a partir de hibridos desenvolvidos no
CPQBA/UNICAMP. Para todos os experimentos foram utilizadas sementes do hibrido Ch x Viet
55, rico em artemisinina ¢ de florescimento tardio (Magalhdies, 1996). As sementes foram

armazenadas em condigdes constantes de temperatura (10°C) e umidade (70%).

As culturas de bactérias da cepa selvagem de A.rhizogenes 8196 foram
mantidas em meio LB (Sambrook et al., 1989), a 5°C (em geladeira), e repicadas a cada 30 dias.
Apbs a repicagem as bactérias foram mantidas no escuro, & 25 £ 2 °C por 48 horas, periodo
necessario para o crescimento das coldnias. Os estoques foram mantidos em geladeira. Por
ocasido da inoculaglo das plantas de A. annua com 0 4.rhizogenes, uma nova repicagem foi feita,
sendo estas as colonias utilizadas para inoculacio nas plantas.

Todos os reagentes utilizados para as andlises quimicas sdo de grau P.A. (para
analise). O é4cido artemisininico utilizado como padrdo nas anslises foi cedido pela Divisdo de
Fitoquimica do CPQBA, na concentragio de 0,2 pg/uL. (ponto de fusdo obtido = 129,5 130°C).
Os extratos foram'apiicados por microseringas Hewlett-Packard 9301-0246 com capacidade de
16 pL. Utilizou-se também uma cuba cromatografica de vidro para cluigio e uma estufa para
aquecimento das cromatoplacas para permitir a visualizagio dos resultados. As semi-
quantificagbes do A4cido artemisininico foram feitas em fotodensitbmetro PHARMACIA

BIOTECH / IMAGE MASTER 1D.
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Para as anilises moleculares os reagentes utilizados foram todos provenientes

da Sigma ou Merck. O desoxirribonucleotideo radioativo (or*2P)ACTP foi fornecido pela
Amersham. O "Kit M&Iﬁpﬁmer“ para marcagio radioativa da sonda foi adquirido da Gibco. A
tesina Sephadex G-56 fina foi produzida pela Sigma (5-5897). As endonucleases de restrigio
foram adquiridas da Pharmacia. As membranas de nylon utilizadas para o "Dot Blot” foram as
"Gene Screen Plus" Hybridization Transfer Membrane produzidas pela DuPont. O filme de raio-
X e as solugdes para revelagio e fixagdo do filme da membrana foram fornecidas pela Kodak.
Todas as solugdes-estoque utilizadas nas anslises moleculares foram
preparadas de acordo com SAMBROOK ef 4i. (1989), sendo as seguintes: B-mercaptoetanol
(14,4 M), KOAc (5 M), Brometo de etideo (10 mg/mL), NaOH (10 N), NaCl (5 M), NaOAc
(3 M), Tris HCI pH 7,5 (1 M}, Tris pH 8,0 (1 M), EDTA pH 8,0 (0,5 M), SDS (20X), S8C

(20X).

3.2. METODOLOGIA DE TRANSFORMACAO

Para germinagdo in vitro as sementes de 4.anmua L. foram esterilizadas por
imersdo em uma solugio a 1% de fungicida (marca comercial Benlate, rupo  quimico
benzimidazol), por 10 minutos, seguida por imersdo em lcool 70% {20 segundos) € em seguida
NaOCl 1% (hipoclorito de sédio P.A. 5-6%) por 12 minutos. A seguir as sementes foram lavadas
trés vezes com agua destilada estéril. Para inoculagio e cultivo das sementes de A.annua foi
utilizado o meio basico de sais minerais de Murashige & Skoog (1962), sem adicio de
reguladores de crescimento. Os frascos, apos a inoculagdo, foram mantidos 2 temperatura de 25 =

2°C, sob luz branca incandescente (intensidade 3000 lux) em fotoperiodo de 16 horas.
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As plintalas obtidas foram sub-cultivadas por 4 meses até alcancarem cerca de
3 om de altura (figura 1), sendo nessa fase inoculadas com o 4. #lizogenmes cepa 8196, As
inoculaces foram feitas na exiremidade basal das estacas, com 2 ou 3 pares de folhas, com o
dpice e a5 vaizes das pléntulas removidos. As inoculagbes foram feitas mdividuaimente,
totalizando 30 estacas, ¢ o material inoculado foi mantido 3 temperatura de 25 + 2°C, sob fuz
branca incandescente (intensidade 3000 hux) em foloperiodo de 16 horas.

Apds cerca de 30 dias de inoculaglio das estacas com a bactéria A rhizagenes
cepa 8196 commegon-se a visualizar raizes no ponto de inoculaciio (foura 7). Quando as taizes
crescidas atingiram cerca de 1 cm de comprimento foi feito o isolamento das mesmas em meio

basico de sais minerais de Murashige & Skoog (1962) com a concentragio de macromuirientes




Figura 2. Raizes iransformadas de 4. anmua, obiidas cerca de 30 dias apds a inoculagio pelo 4.

riizogenes.

reduzida 4 metade (14 MST@?, acrescido de antibiStico (cefotaxime, marca comercial Claforan) na
concentracfio de 100 y,g}me de meio de cultura, segundo dados obtidos anteriormenie
{Pellegrino, 1995). As raa:imfs isoladas foram mantidas no escure 4 temperatura constante de 25 +
2°C, sendo repicadas 2 w;.ﬁﬁs a mitervalos de 43 dias, para meio de cultura contendo antibidtico.
Apds irs passagens no méﬁmo meio de cultura, as raizes j4 se encontravam livres de gualguer
sontarnacio pela 'bm:tém% sendo iniciado o cultivo em meio Hguido sem antthidtico. As raizes
foram tansferidas para meio de sais minerais de White (1943) Houido, com sacarose na

concentragio de 30 g/l.. O meio foi distribuido em erlenmayers de 2350 mL, na proporgio de 100



mL de meio para cada erlenmayer. Os recipientes foram mantidos sob agitagdo constante em
agitador orbital (New Brunswick) a 110 rpm, & temperatura de 25 + 2°C sob Iuz branca
mcandescente (intensidade 3000 hux), em fotoperiodo de 16 horas. As repicagens das raizes
foram feitas em intervalos de 30 dias, segundo metodologia descrita anteriormente por Pellegrmo

(1995).

3.3. CONFIRMACAO DO CARATER TRANSGENICO DAS RA{ZES OBTIDAS

3.3.1. EXTRACAO DE DNA VEGETAL

A extragio de DNA, tanto das raizes transformadas como do material vegetal
(planta) ndo transformado utilizado para controle foi feita segundo metodologia descrita por
Dellaporta ef al. (1983). Esta metodologia consistiu em uma minipreparagio de DNA vegetal
simples e rapida, apropriada para quantidades de material entre 0,50 ¢ 2,00 g, sendo 1,00 g
considerada a quantidade ideal.

O material vegetal foi pesado ¢ macerado em nitrogénio tiquido até a obtencio
de um p6 muito fino ¢ homogéneo. Transferiram-se entio as amostras maceradas para tubos de
50 mL adicionando-se 7 mL do tampio de extragio (50 mM Tris, pH 8 + 10 mM EDTA pHS8 +
100 mM NaCl + 1% SDS + 10 mM B-mercaptoetanol) em cada tubo e misturando-se
vagarosamente até 0 macerado voltar A temperatura ambiente. A seguir ¢ material foi incubado 2
65°C durante 30 minutos, em banho-maria. Apos esse periodo foram adicionados para cada
amostra 2,5 ml. de KOAc¢ 5M, agitando-se delicadamente. Apés a agitagio o material foi
mantido em gelo durante 30 minutos.

A seguir os tubos foram centrifugados a 5000 rpm, a 4°C durante 30 min,

(Superspeed RC-5B Sorvall, rotor $534) para a separagdo de fases. Apos a centrifugacio a fase
25



aquosa foi filtrada lentamente ¢ coletada em tubo COREX de 50 mL contendo 5 mlL de
isopropanol. Cada tubo foi entio lentamente invertido virias vezes para provocar uma
precipitagdo do DNA. O precipitado foi recuperado apds uma nova centrifugacio a 5000 rpm, a
4°C durante 30 min, (Superspeed RC-5B Sorvall, rotor HS-4).

O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com etanol 80%. Os
tubos COREX foram colocados sobre a bancada em papel de filtro na posicio invertida até a
secagem do etanol. O DNA precipitado foi ressuspendido em 500 ul. de tampdo TE (10 mM
Trs, pH 8 + 1 mM EDTA, pH 8), misturando-se delicadamente até uma perfeita
homogeneizagdo. A remogio de residuos contaminantes de RNA foi feita por adigdo de RNase as
amostras na concentracio final de 50 pg/mL, seguida de incubagiio em banho-maria a 37°C
durante 1 hora. O material foi ento transferido para tubos eppendorf e mantido em freezer a -

18°C.
3.3.2. ESTIMATIVA DA CONCENTRACAO DE DNA OBTIDA

Para estimar a concentragdo de DNA obtida apos a extragio foi feita uma
eletroforese em minigel de agarose, comparando-se os extratos obtidos com padrdes de DNA de
bacteriéfago %.. O DNA foi separado em gel de agarose 0,7% em tamapdo TBE (1 M Tris, pH 8 +
1 M Acido Bérico + 20 :nﬂ.\cE EDTA, pH 8) 0,5X, durante 1 hora sob corrente de 34 V. O gel foi
corado com 5 uL. de Brometo de etideo 5 mg/L. diluido em 20 ml. de 4gua destilada durante 20
min, sendo posteriormente lavado em agua destilada por 15 min em agitacdo constante. A
visualizagdo do DNA ¢ a estimativa da concentragio obtida foi possivel apds a exposicio do gel &

huz ultra-violefa,



3.3.3. MARCACAOQ RADIOATIVA DA SONDA

A sonda utilizada pesta marcagio foi o fragmento namero 6, de 7,2 kb,
purificado da digestio do plasmideo p6 (subclone do pRi8196) pela endonuclease de restrigdo
BamHI (figura 4). Foram utilizados 100 ng de sonda e a desnaturagio do DNA foi feita a 100°C
durante 2 min. A incorporagio do desoxirribonucleotideo radioativo (o **P)YdCTP foi realizada
utilizando-se o "Kit Multiprimer” para marcagdo radioativa (marca comercial Gibco), em reacio
a 37°C durante 1 hora. Para eliminagio dos nucleotideos nio mcorporados durante a reagio

utilizou-se coluna de resina Sephadex (G-50 fina, equilibrada com o tampdo TE/SDS (10 mM
Tris, pH 8 + 1 mM EDTA, pH 8 -+ 0,5% SDS) por onde foi passada a sonda. A atividade utilizada

de sonda por membrana foi de 4 x 10° cpm/mL de solugiio de hibridizag3o.

3.3.4. ANALISE DO DNA POR "DOT BLOT"
3.3.4.1. PREPARACAO DA MEMBRANA
Foram preparados 500 ng de DNA nio digerido de cada amostra a ser
analisada. As amostras de DNA foram desnaturadas por aquecimento, tendo sido submetidas 2
temperatura de 95°C durante 5 min e logo a seguir resfriadas sobre gelo durante 2 min. As
amostras foram aplicadas sobre membrana de nylon ("Gene Screen Phus” hybridization transfer
membrane, marca comercial DuPont) em aliquotas de 2,5 uL tomando-se o cuidado de permitir
que as amosiras secassem totalmente entre as aplicagdes. Além das amostras de DNA das raizes,

for aplicado como controle negativo uma amostra de DNA de plintula de artemisia cultivada in

vitro. Como controle positivo foram aplicados 2 ng do fragmento niimero 6, de 7,2 kb, purificado
da digestdo do plasmideo p6 (subclone do pRi8196) pela endonuclease de restrigdo BamHIL O
fragmento do plasmideo pé6 utilizado nesta fase foi cedido pela Dra. Marie-Anne Van Slays, do

Departamento de Biologia, IB, Universidade de S3o Paulo.
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Apls a secagem total das amostras as membranas foram umedecidas e
mantidas duranie 5 min na solugio desnaturante (1,5 M NaCl + 0,5 M NaOH), sendo logo a
seguir transferidas para a solugio de neutralizagio (1,5 M NaCl + 0,5 M Tris HCl pH 7, 5), onde
foram mantidas também durante 5 min. Ap6s esse periodo as membranas foram retiradas da

solugdo ¢ colocadas para secar sobre papel de filtro, onde foram deixadas até que estivessem

completamente secas (pelo menos 1 hora),

3.3.4.2. HIBRIDIZACAO DA MEMBRANA
A membrana foi previamente umedecida com SSC 2X sob agitacado durante 2
min. Foi feita entdo uma pré-hibridizagio incubando-se a membrana em solugdo de hibridizagio
(SSC 35X +0,5% SDS + 1% Leite em p6 desnatado (Molico), volume em mL igual a 20% da area
da membrana em cm?) 4 65°C durante 24 h sob agitacdo. Apds esse periodo um volume de sonda
(fragmento niimero 6, de 7,2 kb, purificado da digestio do plasmideo p6, subclone do pRi8196)
pela endonuclease de restricio BamHI (figura 4), marcado com o desoxirribonucleotideo

radioativo (c<”**PYdCTP) foi desnaturado adicionando-se 1/3 do volume da sonda de NaOH 10N

durante 5 min, sendo logo a seguir neutralizado por adigio de 1 volume de (sonda + NaOH) de
Tris 1 M pH 8,0 durante 5 min. O volume obtido foi adicionado 3 solugdo de hibridizagdo. O
processo de hibridizagio prosseguiu apés a adicio da sonda mantendo-se a membrana em

incubagdo por mais 48 horas a 65°C sob agitagio.

3.3.4.3. LAVAGEM DA MEMBRANA E EXPOSICAO
Apos a retirada da membrana da solugio de hibridizagio procedeu-se as
lavagens para eliminagfio da sonda ndo hibridizada. Primeiramente foram realizadas duas

lavagens em SSC 2X i temperatura ambiente durante 5 min sob leve agitacio. Apds as duas



lavagens, quando verificados niveis ainda elevados de radiagio, foram realizadas mais duas
lavagens em solugio de SSC 2X + 1% SDS 2 65°C durante 30 min.

A membrana lavada foi exposta a um filme de raio-X em chassi com
intensificador, mantido em freezer a -70°C por tempo varidvel de acordo com o sinal obtido. A
revelagdo do filme foi feita por imersio durante 3 min em revelador, seguida de imers3o por 2
min em agua e por 3 min em fixador, sendo entfio lavado em dgua corrente por 30 a 40 min ¢

colocado para secar.

3.3.5. ANALISES QUIMICAS DAS RAIZES TRANSFORMADAS

As andlises de icido artemisininico das raizes transformadas foram conduzidas
no CPOBA/UNICAMP ¢ baseadas no método utilizado para analise de artemisinina (Pras ef al.,
1991; Delabays, 1997). Apos a separagdo do material vegetal a ser analisado este foi transferido
para uma estufa com circulagfio de ar para secagem em temperatura de 34 + 1°C duranic 48
horas. Para cada amostra, 100 mg de material finamente moido foi extraido em 5 mL de tolueno,
em ultra-dispersor POLYTRON/PT2000 (equipamento misturador ¢ triturador de alta eficiéncia
para pequenos volumes) por 30 segundos a 20.000 g. Posteriormente, o extrato foi centrifugado
durante 6 minutos a 3200 g, obtendo-se os extratos brutos a serem analisados.

Com uma microseringa, 10 pl de cada extrato foram aplicados sobre uma
placa de silica-gel 60 Fs4 (MERCK art. 1.05554). Cada placa recebeu 4 diferentes concentragles

de icido artemisininico (1,5; 2,0; 2,5 ¢ 3,0 uL de uma solugdo contendo 0,2 pg/ul) ao centro,

mais 4 aplicagBes laterais, em duplicata, das amostras. As placas do ensaio foram eluidas em cuba
de vidro previamente saturada com uma mistura de cloroformio : metanol {98 : 2 v/v), Para a

revelagdo, uma solugdo contendo 50 ml. de acido acético glacial, 0,5 mL de anisaldeido ¢ 1,0 mL
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de acido sulfirico concentrado foi borrifada sobre as placas. Posteriormente, cada placa foi
colocada em estufa a 110°C durante 5 minutos, para permitir a visualizagio dos resuitados, ¢ as

cromatoplacas foram escaneadas e avaliadas comparativamente por fotodensitometria.

3.3.6. DOSAGENS DE ACUCARES NO MEIO DE CULTURA

A dosagem dos aglicares presentes no meio de cultura foi feita segundo
metodologia descrita por Yemm & Willis {1954), com 3 repeticbes por amostra. Foi utilizada
antrona (Sigma Chemical Co.) a 2%, dissolvida em 4cido sulfitrico 95%. Em tubos de ensaio
foram colocadas aliquotas de 1 mL do meio de cultura, adicionados 2 mL do reagente de antrona,
sendo os tubos entdo agitados, vedados ¢ aquecidos em banho-maria a 100°C por 5 minutos, ¢ a
seguir resfriados.

As leituras de absorbancia foram feitas em espectrofotémetro FENTG modelo
435 a 620 nm, ¢ os cilculos feitos a partir de uma reta padrio obtida com a utilizagiio de

concentragdes de 10 a 70 pg de sacarose por mL de agna destilada.

3.3.7. CONDI{ OES DE CULTIVO DAS RAIZES TRANSFORMADAS

3.3.7.1. DETERMINACAO DAS TAXAS DE CRESCIMENTO DAS RAIZES
TRANSFORMADAS
Para 2 determinagio das taxas de crescimento das raizes transformadas, as
mesmas foram cultivadais durante 5 sernanas, em agitador orbital New Brunswick a 110 rpm,
com medidas semanais de massa fresca ¢ massa scca, além das dosagens de aglcares no meio de

cultura de acordo com a metodologia acima descrita.



O experimento consistin em 15 amostras de trés clones de raizes

transformadas, com 3 repeti¢bes por amostra, sendo que a cada semana eram feitas as medidas

referentes a 3 amostras. A secagem do material era feita em estufa de circulagio forcada,

utifizando-se temperatura entre 40 ¢ 45°C durante um periodo de 24 horas, com o objetivo de

preservar o material vegetal para as analises quimicas.

3.3.7.2. ESTABELECIMENTO DE FASES EXPONENCIAIS PARA ESTUDO COM

REGULADORES DE CRESCIMENTO

Apbs a determinagdo das taxas de crescimento, foram selecionadas as fases
exponenciais das respectivas curvas, Durante essas fases, foram testadas vérias concentragdes de

reguladores de crescimento (auxinas - AIA e citocininas - KIN), as interag®es possiveis entre eles

€ seus efeitos sobre o crescimento ¢ a morfologia das raizes transformadas.

Os tratamentos testados foram os seguintes:
Tratamento 1 - 0 mg/L KIN + 0 mg/L. AIA
Tratamento 2 - 0 mg/L KIN + 0,5 mg/1. AIA
Tratamento 3 - 6 mg/L KIN + 1 mg/L. AJA

Tratamento 4 - 0 mg/L KIN + 2 mg/L. AIA

Tratamento 5 - 0,5 mg/L KIN + 0 mg/L AIA
Tratamento 6 - 0,5 mg/L KIN + 0,5 mg/L AIA
Tratamento 7 - 0,5 mg/L KIN + 1 mg/L. AIA

Tratamento 8§ - 0,5 mg/T. KIN + 2 mg/L AIA

Foram conduzidos cultivos durante 28 dias, sendo que o cultivo das raizes
transformadas foi acompanhado com um cultivo controle de raizes normais. Aos 28 dias de

culttvo as amostras foram coletadas ¢ analisadas quanto 4 morfologia ¢ 0 crescimento.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAD

4.1. TRANSFORMACAD

As caracteristicas fenotipicas apresentadas pelss raizes obtidas apds a
moculagdo dos hibridos Ch x Viet 535 com o 4. rhizogenes cepa 8196 evidenciaram a ocorréncia
da transformagdo. O padrio de crescimenio das raizes em cabeleira, caracteristico de raizes
fransformadas, ¢ considerado como marcador positivo da fransformacio (David ef af, 1984,
David & Tempé, 1988; Van Shuys, 1999) ¢ estd mostrado na Figura 3. Conforme experimentos
anteriores relatados por Pellegring (1995), a cepa 8196 do 4. rhizogenes € a mais oficaz na
transformacdo de oulros gendtipos de 4. anmua, sendo por isso escolhida para estes experimentos
com o hibrido Ch x Viet 55.

A caracterizagdo molecular do material teve como objstive evidenciar
definitivamente a passagem do material gendtico da bactéria para a planta, tendo sido
selecionados trés clones de raizes obiidos nos testes de transformacdo. Partindo-se de raizes em
cultivo, apresentando massas enire 0,620 ¢ 2,600 g, ¢ de 1,000 g de amosira de planta nio
transformada (confrole negative da transformacio), foi feita a extracio de acorde com a
metodologia descrita por Dellaporta of al. (1983). As conceniragdes de DNA estimadas por
comparagdc com os padrdes de concentraglio foram de 100 ng/ul. para as rés amostras de rafzes
transformadas ¢ de 70 ng/ul. para 2 amostra de plania ndo transformada, sendo que o DNA

abtido por essa metodologia apreseniou-se bastante puro = integro.
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Figura 3. Raizes transformadas de 4. ammee (hibrido Th x Viet 55), obtidas pela inoculacio de

sstacas com o A rhizogenes, apos 28 dias de culiivo em meio liquido,

Apés a extraglio, foi sscolhido o processe de "Dot Blot” pata a caracterizacio
molecular. Este processo de hibridizagko compreendeu basicamente 2 aplicacio de séries de
amostras de DNA era quantidades iguais, proximas umas das outras ¢ em manchas de didmetro

unitorme sobre wma membrana de nylon ou nitroceluloss. O DINA fol desnafurado e submetido 3



incubagdo em uma solugdo contendo as sequéncias correspondentes corn marcages radicativas
especificas (**P), a0 qual denominamos sonda, que foi hibridizado com o material a ser testado e
depois exposto a um filme de raio-X (Kafatos ef al., 1979). A extensio da hibridizagio para cada
mancha de DNA foi avaliada semi-quantitativamente apos a impressdo do filme, por comparagio
visual da intensidade e do didmetro aparente das manchas com um padrdo. Como o “Dot Blot”
origina manchas grandes ¢ de tamanho varidvel, nio foi possivel obter-se medidas quantitativas
precisas, conseguindo-se entretanto determinar a expressio do gene desejado, por comparagio
relativa (Thomas, 1983; Sambrook et al.. 1989). A técnica do "Dot Blot” é especialmente
conveniente quando apenas estimativas semi-quantitativas sio necessarias, fornecendo um

metodo ripido e eficiente de "screening”. Outra vantagem é que o método necessita de

quantidades relativamente pequenas de tecido ¢ implica em pouca manipulagio de cada amostra,
nao sendo necessario, por exemplo, digerir o DNA por enzimas de restrigio (Kafatos et al., 1979;
White & Bancroft, 1982; Thomas, 1983).

A membrana para o "Dot Blot" foi preparada aplicando-se amostras de 500 ng
de DNA genémico das raizes transformadas ¢ da planta nio transformada. Como controle
positivo foram aplicados 2 ng do fragmento nimero 6, de 7,2 kb, purificado da digestio do
plasmideo p6 (subclone do pRi8196) pela endonuclease de restrigic BamHI Esse mesmo
fragmento foi posteriormente utilizado como sonda radioativa durante a hibridizagio da
membrana. Na figura 4 estd mostrado o padrio da digestio BamHI na regijo do T-DNA do
plasmideo ¢ identificado o fragmento 6 utilizado como controle positivo € como sonda marcada

com o (o **P)dCTP.

O fragmento 6 utilizado como sonda foi obtido do pRi&196, 0 mesmo utilizado
para a transformag@o da 4. anmua L. neste experimento. Como a transformagio caracteriza-se
pela passagem e integragio do T-DNA da bactéria para o genoma da planta, apds a hibridizagdo

esperava-se um sinal positivo nas amostras de DNA das raizes, que seria resultante da ligagio dos
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nucleotideos marcados da sonda aos fragmentos do T-DNA existentes nas raizes transformadas.
Por outro lado, os controles negativos nio deveriam se hibridizar com a sonda, nio apresentando
assim nenhum sinal impresso no filme de raio-X. Conforme o esperado, as amostras de raizes
apresentaram © sinal positivo que caracteriza a transformagdo, ¢ o controle negativo (DNA de

planta ndo transformada) nio apresentou sinal impresso no filme de raio-X (figura 5).

regiio T-DNA PRi8196

Fpnl
8,1 5,3
EeoRI
2,5 3,5 1,2 5,8 1,7 4.2
BT
5,7 7,2 3,6 4,2

fi

fragmento 6

Figura 4. Padrdc de digestio do pRi8196 na regiio do T-DNA para as endonucleases de
restricio: Kpnl, EcoRI ¢ BamHI mostrando a regifio do fragmento 6, de 7,2 kb, na

digestdo BamHI, utilizado como sonda neste trabatho).(Extraido de Tempé & Casse-

Delbart, 1989).



PL 1 2 3

gonda

sonda:; ragments b
euposicBo b dias

Fignra 3. Autoradiografia da membrana do "Dot Blot" apds exposighio de 6 dias. As amosiras 1,
2 e 3 referem-se as raizes transformadas. A amostra PL corresponde a planta nfo

transformada (conirole negative), A sonda {confrole positivo) comesponde ao

fragmento 6 da digestfio BamHI do plasmideo pb.
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4.2 CULTIVO PARA DETERMINACAD DAS TAXAS DE CRESCIMENTO

Durante as 5 semanas de cultive das rafzes transformadas foram retiradas
aliquoias semanalmente, sendo 25 mesmas pesadas antes ¢ apos a secagem. Ao final do
experimento, as amostras foram reunidas e analisadas quanto ac eor de Acido artemisinindco. As
médias das medidas de massa fresca ¢ massa seca ao longo do temipo esifo apreseniadas nas
figuras 6 e 7 mosiradas a S?ﬁguiz; tornando evidente que a fase exponencial das curvas encontra-se
entre 21 2 28 dias de a:mhimga, sendo determinado o dia 28 a partir do inicio do cultive como sendo
0 pico do crescimento. Tais dados de massa concordam com as avaliagBes visuais do material
com as analises de a;;ucﬁrés no meio de culiura, onde podemos perceber uma diminuicio nos
feores com © passar do fempo, sendo sssa diminuicio menos acentuada apos o pico de
crescimento {tabels 1), {Jﬁ%mﬂ 08 agucares do meio de cultura slio a fonie de enersia para o
crescimento das raizes em mﬁjﬁiw, considerando-se o dia 28 como pico do crescimento podemos
justificar a diminuicdo no consumo de aglcares através da diminuiclio na taxa de crescimente. A
determinagdo de aglicares &m meio Hquido & utilizado rofineiraments no cultivo de plantas “in

vitro”, ndo havendo, no entanto, relatos na Hteranus referentes a 4. anmus.



Tabela 1. Dosagens de acucares no meio de cultura das raizes transformadas ao longo de 5
semanas. Cada ponto ¢ a média das medidas de 3 repetigdes. Médias seguidas por

ietras distintag na vertical, diferiram enive st pelo teste de Tukey, ao nivel de 3% de

probabilidade.

s diferentes clones de raizes trunsformadas apresentaram o mesmo padrdo de
curva, com o pico de crescimento no 28° dia de cultive. Os dados obtidos confirmam wm
procedimento amplaraente utilizado em cultura de plantas “in vitre”, onde se utiliza como padido
a repicagemn do material acs 28 dias de cultive. No caso de culitve de raizes transformadas, nfo
existem dados a tespeito descritos na fiteratura, sendo que o8 resultados obtidos neste trabalho so
indditos e possibilitam o embasamenio clentifice da téomica wtilizada, no caso das raizes
wransformadas de A, ammua. Os dados relativos 85 taxas de massa fresca © massa seca sstio

mosirados nas figuras 6 ¢ 7 3 seguir:
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4.3, ANALISES QUIMICAS

As determinagBes dos teorss de dcido arfemisininico foram conduzidas aps a
determinago das taxas de orescimento das rafzes iransformadas. Neste irabalho optamos por
realizar as andlises quimnicas por CCDY com deteciiio fotodensitoméirica {CCLYDT), méiodo
bastante wlilizado & com virios velaios na literatura para andlises tanto de artemisinina quanio de
acido artemisininico (Bryson & Croom, 1991; Delabays ef ol 1997, Sartoratto ef al., 1997;
Figueira & Sartoratto, 1997; Magalhiies ef of., 1997, Marchese o ., 19983,

Conforme citado anteriormente na Hieratura, rafzes normais de 4 arma nio
possuem a capacidade de acurmular artemisinina (Pras of ol., 1991; Pellegrino, 1995), sendo este
composto sncontrade nas partes adreas da planta, principalmente nas folhas. Em experimentos
anterioves, Pellegrine (1995 obteve vaizes transformadas de A. wmmua a partiv de sementes
provenientes das primeiras introdugbes da espécie pelo CPQBA, nio obtendo produgio de
artorisining nesses cultivos. O principal composio encontrado nas raizes transformadas
culiivadas nessas condighes foi o 4cido artemisininico, composto de interesse em funglo das suas
aplicagbes para semi-sintese de arfemisinina.

Para o pr&;seme trabalho, foram realizadas analises por CCD em 15 extratos de
amosiras de raizes normais & em 15 arnostras de 3 clones independentes de raizes ransformadas,
no pericdo de pico de crescimento das culturas. Em todos os exiratos foi detectada a presenga de
fcido artemdsininico, em wﬁcm&mg@es vartando entre 0,010 & 0,025% da massa seca da amosira
para as raizes normais, o 0, 020 a 0,071% da massa seca da amosira para as raizes iransformadas.
Resultados semelhantes foram relatados anteriormente (Pellegrino, 1995: Banerjee of af,, 1997
Weathers e o, 1997), ¢ concordem com dades da literatura que cifam que os compostos
sintetizados em cultura pelas raizes transformadas normalmente sio os mesmos produzidos pelas

raizes das plantas normais de wna mesma espéeie (Hamill o7 o/, 1986; Kamada ef of., 1986, Van



Shuys, 1999). E caracieristica das raizes transformadas em cultura apresentar velocidades de
crescimento muito maiores que raizes normais da mesma espécie, chegando a triplicar a
velocidade de crescimento com relagiio as raizes normais. Comparando-se 0s niveis obtidos,
obtivemos a média de 0,48 g de 4cido artemisininico por kg de massa seca nas raizes
transformadas, ¢ 0,16 g de 4cido artemisininico por kg de massa seca nas raizes normais.
Considerando-s¢ que as raizes transformadas em culiura crescem mais rapido que as raizes
normais, ¢ associando-se a produgio do acido artemisininico em quantidades mais altas que as
produzidas normalmente pelas raizes 3 auséneia de graxas caracteristicas das folhas e talos da
planta, as raizes transformadas sdo vantajosas com relago & raizes normais para extragio de
acido artemisininico em A.annua. No entanto, os resultados obtidos por este trabalho mostram
que as quantidades produzidas ainda s#o baixas para extragio a nivel comercial do composto
através desse tipo de cultivo, uma vez que sio necessarios cerca de 10 kg de material fresco para
a obten¢do de 1 kg de material seco, o que corresponde a cerca de 0,50 g do acido artemisininico,

quantidade muito pequena para justificar um cultivo comercial do material.
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Tabela 2. Concentragdes de 4cido artemisininico detectadas em raizes normais(*) ¢

transformadas.

DESVIO-PADRA 0

{*) As raizes normais sio provenientes de plantas cultivadas in vitro, com 3 meses de idade, germinadas apartirdo

mesmo lote de sementes utilizado na obtengfo de estacas para os expenmentos de transformagic .



4.4. CULTIVO PARA ESTUDO DAS INTERACOES HORMONAIS

ApGs a selegiio das fases exponenciams das curvas de cresciymento, foram
festadas varias concentractes ¢ combinacBes de auxina {AIA) ¢ cilocinina {KIN), wvisando
verificar seus efeitos sobre o crescimento ¢ a morfologia das raizes wansformadas, O
acompanhamento do crescimento foi feito por medidas de massa e pela avaliacio visual do
material. Para todos os experimentos foram mantidos cultivos paralelos de raizes normais, como
conirole para comparacdo de crescimento ¢ morfologia, sende essas ralzes provenientes de
plantas cultivadas in vitro, com 3 meses de dade, germinadag a partir do mesmo lote de sementes
utitizado na obtenglo de estacas para os experimenios de iransformacio. Os resultados obiidos

astdc descritos na fabela 3 ¢ na fgura B a seguir.
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Figura 8. Comparaglo entre massa fresca ¢ massa seca obtidas para as raizes normais e
transformadas apés 28 dias de cultivo em diferentes combinagfes de KIN ¢ ALA. As

massas 530 a media das medidas de 6 repetigfes.



Tabela 3. Morfologia ¢ crescimento de culturas de raizes de 4.annua apés 28 dias de cultivo, na
luz, em meio White liquido adicionado dos reguladores de crescimento abaixo
descritos. As massas sdo a média das medidas de 6 repetiges. Médias seguidas por

letras distintas na vertical diferiram entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de

probabitidade.

e a2 mais de 20 ramificagBes laterais; ¢ + 10r = calos com m:
ramificagBes laterais; ¢ + 5r= calos comn menos de 10 ramificagGes laterais; calos = sem ramificacbes laterais.
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A morfologia das raizes normais e fransformadas sofreu alteracbes para
estruturas semelhantes a calos, com ou sem brotagBes laterais de raizes, quando da adigiio de
reguladores de crescimento. Calos com ¢ sem raizes foram obtidos com a adicio de AIA,
isoladamente ou em combinagio com KIN. As alteragdes morfologicas foram tanto mais
evidentes quanto maior a concentragio de auxinas no meio, sendo que em todos os casos houve
formagdo de calos quando da adiglio de AIA na concentragio de 2,0 mg/L, indicando o efeito
positivo das auxinas na formagdo de calos, mesmo para tecidos transformados. Esse efeito &
conhecido em tecidos nilo transformados, inclusive para 4. annua (Nair et of., 1986; Whipkey et
al., 1992; Panicgo & Giulietti, 1994), porém ndo ha relatos para raizes transformadas, e os
resultados obtidos neste trabatho sdo inéditos em se tratando de raizes transformadas de 4. anmua.

No T%atamentc 1 {(sem adigdo de reguladores de crescimento) ndo verificamos
alteragBes morfolbgicas, sendo o crescimento das raizes transformadas significativamente mais
rapido que o das raizes normais cultivadas nas mesmas condigdes, confirmando dados existentes
na literatura para outras espécies (Saito ez al., 1992; Endress, 1994). O crescimento das culturas

de raizes normais foi significativamente aumentado nos tratamentos contendo AIA em

combinagio com 0,35 W’L de KIN, sendo que tanto para as raizes normais quanto para as raizes
transformadas foi verificada a maior taxa de crescimento quando da adi¢do dos reguladores na
proporgdo de 0,5/0,5, indicando uma aglio positiva da combinagio entre os dois reguladores de
crescimento. A menor ta_ﬁ:a de crescimento foi verificada na proporgio de 0/2, podendo neste caso
ser explicada pelas alteragdes morfolégicas que deram origem aos calos observados para esic

tratamento.



5. CONCLUSOES

O protocolo estabelecido em trabalhos anteriores para transformagio de A.
annua mostrou-se vilido para o hibrido Ch x Viet 55. A cepa de 4. rhizogenes 8196 foi efetiva
na transformagdo desse hibrido, indicando uma interagio bem sucedida enfre o patégeno e a
planta, ¢ a possibilidade de wutilizagio desta cepa de Agrobacterium na transformagio desses
hibridos.

As taxas de crescimento deferminadas nestes experimentos confirmaram um
procedimento amplamente utilizado em cultura de tecidos, a repicagem do material aos 28 dias
de cultivo, associada ao pico de crescimento da cultura. No caso das raizes transformadas de
A. annua, pudemos obter o embasamento cientifico para este procedimento, até entio nio
relatado para esta espécie vegetal.

Quanto a produgido de acido artemisininico, esta foi maior nas culturas de raizes
transformadas quando comparadas as raizes normais, com as raizes transformadas produzindo
em media 0,48 g de acido artemisininico por kg de massa seca, enquanto as raizes normais
produziram em média 0,16 g de acido artemisininico por kg de massa seca. Embora a producio
das raizes transformadas tenha sido consideravelmente maior, ainda ndo consideramos a
quantidade obtida como adequada a um cultivo em larga escala com finalidades comerciais.

As alteragdes morfologicas observadas nas culturas foram tanto mais
marcantes quanto maior a concentracio de auxinas no meio, desdiferenciando as culturas em

calos e confirmando resultados ji obtidos com tecidos nio transformados. O crescimento das

raizes transformadas foi maior que o das raizes normais no tratamento sem adi¢lio de reguladores
de crescimento, € a menor taxa de crescimento foi verificada na proporgdo de 0,0 KIN / 2,0 AIA,

favoravel a produgio de calos.
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CAPITULO II - AVALIACAO DO CRESCIMENTO E DA PRODUCAO DE
ARTEMISININA EM HIiBRIDOS “Ch X Viet. 55” E “39 X 1V” DE A. annua L.

MICROPROPAGADOS E OBTIDOS POR SEMENTES

1. INTRODUCAO

As plantas vém sendo consideradas como parte integrante da medicina
tradicional em todas as civilizagbes desde tempos remotos ¢ apesar das drogas sintéticas serem
produtos fundamentais para o tratamento de doengas, sabe-se que atualmente 25% das
prescrigbes contém a0 menos uma substincia derivada de plantas (Robbers et al., 1996).
Durante os Gltimos anos, o interesse pelo uso das técnicas de cultura de tecidos de espécies
medicinais ¢ aromiticas vem aumentando consideravelmente {Sahoo ef al., 1997), inclusive a
micropropagagdo para propagagdo clonal rapida em larga escala. A cultura de tecidos vegetais
aparcce também como ferramenta para obtengio de compostos medicinais derivados de
plantas ¢ manutengdo de genétipos produtivos. Varias substincias isoladas de plantas sio
atualmente produzidas desse modo ¢ utilizadas na terapia do céncer, ¢ Yukamine ef al. (1996)
produziram paclitaxel (taxol® ¢ marca registrada da Bristol-Meyers-Squibb) a partir de
culturas de tecidos de Taxus brevifolia em quantidades seis vezes maior que a partir de plantas
intactas. Estima-se que no ano 2000 as vendas do paclitaxel (figura 1) atinjam US$ 1 bilkdo por
ano (Robbers er al., 1996). As técnicas de cultura de tecidos sdo especialmente importantes no

caso de espécies com risco de extinglio, arbéreas de ciclo longo (caso do género Taxus) e

espécies com dificuldades de propagagio.
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GCOPh

paclitaxel

Figura 1. Pablitaxel, substincia antitumoral derivada de plantas “in vitro”,

Os primeiros experimentos relacionados & cultura de apices caulinares em
plantas datam do inicio do século, porém o rapido progresso nas téenicas de micropropagagio
deve-se aos estudos dé: Murashige ¢ Skoog (1962). Todo o méiodo de micropropagagio
baseia-se na induclo c:iﬁo crescimento das gemas laterais através de um balango hormonal
favoravel as citocininas.é Cada uma das gemas € capaz de produzir uma pequena plantula capaz
de ser mdmduahzada ¢ o processo pode ser novamente repetido. As taxas de

micropropaga¢do variam muito de espécie para espécie, porém & possivel se produzr milhares
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de plantas no periodo de um ano, iniciando-se a partir de um tnico apice (Caldas et al., 1990).
A micropropagagio € utilizada como ferramenta no methoramento ¢ na selegio de plantas,
sendo bastante 0fil na manutencdo de gendtipos superiores de interesse comercial. Como as
respostas podem. variar enire as diferentes espécies de um mesmo género, ou ainda entre
variedades de uma mesma espécie, forna-se necessario otimizar os protocolos de cultivo “in
vitro” pata o material desejado, partindo-se de protocolos ja existentes para materiais
stmilares. Ha ainda o problema de vartagdo somaclonal que deve ser comsiderado na
proposigdo dos protocolos, ja que as plantas micropropagadas devem constituir copias das
plantas matrizes com a méaxima fidelidade possivel.

No caso especifico de 4. anrua, muito se tem pesquisado no sentido de

selecionar plantas com altos niveis de artemisinina. O programa de melhoramento do
CPQBMNCAW conta atualmente com hibridos selecionados para aumento da fitomassa e
dos teores de artemisinina que chegam a produzir 25 kg/ha da molécula, enquanto nas
populagbes base o rendimento € de apenas 5 kg/ha (Magalhdies et al,, 1997). Os gendtipos
superiores obtidos através desse melhoramento podem ser preservados através da cultura de
tecidos, ¢ ja existern relatos na literatura de estudos anteriores com micropropagagio em 4.
annua para diferentes materiais vegetais (L€ & Collet, 1991; Woerdenbag er al,1993),
inclusive hibridos methorados obtidos pela MEDIPLANT (Magalhdes, comunicagdo pessoal),
evidenciando a importincia de se determinar protocolos especificos de acordo com o gendtipo
trabathado (Elhag et al., 1992; 1997; Ferreira & Janick, 1996; Gulati 27 /., 1996). Além dos

protocolos de micropropagagdo, ¢ de fundamental importincia que a aclimatagio das plantas

obtidas “in vitro” scja eficiente e que as mesmas nio sejam perdidas durante essa etapa do
processo, através de procedimentos adequados ¢ do monitoramento em casa de vegetagio,
garantindo assim o sucesso na manutengio do gendtipo. A manutencio de gendtipos altamenie

produtivos através de cultive “in vitro” ¢ um procedimento bastante utilizado, visto que os
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programas de melhoramento sdo demorados ¢ trabalhosos, ¢ a manutencdo em laboratério €
segura ¢ eficiente, ocupando espagos reduzidos ¢ demandando pouca mio-de-obra.

A arfemisinina estd presente principalmente nas folhas de 4. amnua ¢ é
encontrada em plantas chinesas ¢ vietnamitas em concentragdes variando de 0,5a1,2% da
massa seca da planta (Nair ef al., 1986; Chan ef al.,, 1995, Dung & Loi, 1991; Delabays ef al.,
1993). Van Geldre et ol. (1997) relataram que plantas com altos niveis de artemisining em
laboratério mantinham © mesmo padrio quando levadas a campo, correlagio esta que pode ser
um pardmetro eficiente para estimar a concentragio de artemisinina nas plantas no campo.
Além disso, uma elevada correlagio entre os niveis de artemisinina observados em plantas
cultivadas em campo ¢ em casa de vegetagio podem indicar que a avaliagio de plantas adultas
em casa de vegetagdo reflete as condigBes de campo ¢ & um sistema eficiente para a sele¢do de
clones altamente produtivos em artemisinina (Elhag et al., 1992). Esses clones superiores
podem ser cruzados entre si em condigdes de fotoperiodo indutor que varia entre 11 e 14 horas
(Marchese, 1999), para a obtengiio de ganho genético. No entanto, mesmo wilizando-se as

técnicas de cultura de tecidos para armazenar ¢ preservar clones produtivos, a avaliagdo do
contelido de artemisinina em plantas in vitro ndo é confidvel para a estimativa da concentragio
de artemisinina das plantas no campo, sendo sempre necessario que se proceda a aclimatacdo

das mesmas em casa de vegetagio para que se possa proceder a selegdo (Peter-Blanc, 1992).



2. OBJETIVOS

Pelos motivos expostos, o presente trabalho teve como objetivos:

a) estabelecer um protocolo para micropropagagio dos hibridos de 4. anmua obtidos pelo

programa de methoramento e selegio do CPQBA/UNICAMP, sendo escolhidos os hibridos

Ch x Viet.55 € 39 X 1V, altamente produtivos em artemisinina.

b) estabelecer as condigdes ideais para aclimatagio das plantas micropropagadas dos hibridos

Ch x Viet 55 € 39 x 1V em casa de vegetaglio, para o ambiente local.
¢) werificar a ocorréncia de variagdes através da andlise dos padrdes de crescimento com

relaglo as plantas matrizes cultivadas em casa de vegetag3o, e quanto s manutencio dos niveis

de artemisinina nas plantas obtidas por cultivo “in vitro™.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAL VEGETAL, EQUIPAMENTOS E REAGENTES UTILIZADOS

As plantas de 4. annua L. utilizadas como fonte de explantes para este trabatho
foram germinadas a partir de sementes de hibridos desenvolvidos no CPQBA/UNICAMP. As
sementes utilizadas sio dos clones 39 x 1V e Ch x Viet 55, caracteristicos por apresentar
florescimento tardio e elevados teores de artemisinina (Magalhdes ef al, 1997). Todos os
experimentos foram feitos com 15 plantas de cada clone tomadas aleatoriamente, e as sementes

foram armazenadas em condigGes constantes de temperatura (10°C) ¢ umidade (70%).

Todos os reagentes utilizados para as andlises quimicas sio de gran P.A. (para
analise). A artemisinina utilizada como padrio nas analises foi purificada na Divisio de Quimica
Orgénica Farmacéutica do CPQBA (ponto de fusdo obtido = 154-155°C). Os extratos foram
aplicados com microseringas Hewlett-Packard 9301-0246 com capacidade de 10 pl. Utilizou-se
também uma cuba cromatografica de vidro para eluigdo ¢ uma estufa para aquecimento das
cromatoplacas para permitir a visualizacio dos resultados. As semi-quantificagdes do acido
artemisininico foram feitas em fotodensitdmetro PHARMACIA BIOTECH / IMAGE MASTER
iD.

Para o cultivo “in vitro” e as analises de aglicares, os reagentes e reguladores de
crescimento utitizados foram todos provenientes da Sigma ou Merck. Todo o processo de

esterilizacdo ¢ a manipulagio das culturas “in vitro” foi executado em cimara de fluxo laminar

horizontal HLFS12 marca Veco. As leituras de absorbancia foram feitas em espectrofotdmetro
FENTO modelo 435, a 620 nm ¢ as centrifugacdes foram feitas em centrifuga refrigerada

Superspeed RC-5B Sorvall, rotor SS34, a 4°C.
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3.2. GERMINACAO E CULTIVO DAS PLANTAS MATRIZES

As plantas matrizes foram germinadas e conduzidas em casa de vegetagdo no
Departamento de Fisiclogia Vegetal da Universidade Estadual de Campinas, em vasos contendo
vermiculita ¢ mantidas sob dias longos durante os meses de maio a agosto de 1996 para
crescimento. Durante o cultivo em casa de vegetagdo as plantas foram regadas semanalmente
com 300 mL de solugdo nutritiva (Hoagland ¢ Amen, 1930), sendo os vasos mantidos em sisterna
aberto onde recebiam dgua diariamente, e soluglo nutritiva uma vez por semana. Apds 4 meses
da germinagio foram retirados folhas, entrends e apices inteiros das plantas, para serem utilizados
como explantes no cultivo in vifre.

Os explantes foram esterilizados em condiges assépticas por imersdo durante
10 minutos em uma solugio a 1% de fungicida (marca comercial Benlate, grupo quimico
benzimidazol). Apés estes 10 minutos, os explantes foram passados por ilcool 70% durante 20
segundos ¢ imersos em uma solugio a 1% de NaOCl] (hipoclorito de sodio P.A. 5-6%) por 8

minutos. Em todas as solugbes foram adicionados 0,1 mL de agente espalhante (Tween 20 v/iv) e

o recipiente foi mantide sob agitagio constante durante todo o processo de esterilizagio. Apés a
esterilizacio foram feitééus trés lavagens dos explantes com agua destilada estéril. O explantes
esteritizados foram colo%;ados para secar sobre papel de filtro estéril em placas de Petri, durante 1
hora em condigdes assepticas. Todo o processo de esterilizaglio descrito foi executado em cAmara
de fluxo laminar.

Para micropropagagio ¢ cultivo da 4. amma L. foi utilizado o meio de sais
minerais de Murashige & Skoog (1962), acrescido de sacarose na concentragdo de 30 g/ como
fonte de carboidratos. l% concentragdo de 4gar utilizada foi de 7 g/ ¢ o pH foi ajustado para o
valor de 5,8 anteriormente & autoclavagem. Apos a esterilizagio dos explantes ¢ sua moculagio

nos frascos de cultivo esies foram mantidos 3 temperatura de 25 + 2°C, sob luz branca



incandescente (intensidade 3000 lux) em fotoperiodo de 16 horas. Apds 10 dias da esterilizagdo
os explanies foram transferidos para meio MS suplementado com varios reguladores de
crescimento, conforme descrito na tabela 1. O pH do meio foi ajustado a 5,8 anteriormente a
autoclavagem. As culturas foram crescidas sob fuz continua fluorescente (3000 ux), a 25 =

2°C. Para todos os experimentos 20 replicatas foram mantidas e cada expetimento foi repetido

3 vezes.

Tabela 1. Reguladores de crescimento adicionados ao Meio Basico de Sais Minerais de

Murashige & Skoog (1962). Valores indicados em mg/L.
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3.3. ENRAIZAMENTO, ACLIMATACAO E CULTIVO DAS PLANTAS EM CASA DE

VEGETACAO

As plantulas desenvolvidas in vitro, ao apresentarem cerca de 3 om de

comprimento, foram iinéividuaiizadas © transferidas para enraizamento em meio MS
suplementado com AIA ou AIB (2 mg/L). Uma vez enraizadas, as plintulas foram transferidas
para meio de sais minerais de Murashige & Skoog (1962) com a metade da concentragio de
sais (¥2 MS) por cerca de uma semana, sendo entio plantadas em vermiculita autoclavada e
mantidas em camara de crescimento a 25+2°C. Cerca de 30 dias apls a transferéncia para
vermiculita, as plantulas foram transferidas para pequenos vasos contendo vermiculita como
substrato, sendo entdo mantidas em casa de vegetagio para aclimatacio. Simultaneamente as
sementes foram germinadas em vasos contendo vermiculita, para serem crescidas em casa de
vegetagao nas mesmas: condigdes das plantas micropropagadas, sendo que esta populagio
constituiu 2 populagio mairiz (populagio de plantas ndo micropropagadas).

As plantas aclimatadas foram mantidas em casa de vegetagdo Jjuntamente
com a populagio de plantas ndo micropropagadas (populagio mairiz), sendo que cada
populagio consistiu de 30 plantas, sob regime de dias longos (16 horas de luz) durante 6
meses. As plantas foram regadas semanalmente com 300 mL de solugdo nutritiva (Hoagland ¢
Arnon, 1950) ¢ os vasa$ foram mantidos em sistema aberto onde recebiam agua diariamente, ¢
solugio nutritiva uma veéz por semana. Foram feitas medidas semanais de altura ao longo desse
periodo. Ao final desse Eperiodo (180 dias) as plantas foram coletadas, sendo feitas medidas de

massa fresca, massa seca, dosagens de agiicares totais ¢ de artemisinina.



3.4. DOSAGENS DE ACUCARES TOTAIS

Os exiratos iniciais para as analises de agiicares totais foram obtidos em MCA
(metanol:cloroférmio:agua) na proporgio de 12:5:3 (v/v/v), sendo utilizados 10 mL da mistara
por grama de material fresco, de acordo com metodotogia descrita por Bieleski & Turner (1966),
sendo esta a metodologia mais utilizada atualmente para este tipo de analise. A metodologia de
extragdo consistiu em:

a) trituragdo do material vegetal em wultra~dispersor POLYTRON/PT2000 (equipamento
misturador ¢ triturador de alta eficiéncia para pequenos volumes) por 15 segundos;

b) centrifugagdo a 2000 rpm por 10 minutos ¢ separagio da fragio sobrenadante;

¢) separagdo ¢ climinagio da fase cloroformio pela adigdoe de cloroférmio € Agua destilada a
fragio sobrenadante, com nova centrifugagio a 2000 rpm por 10 minutos;
d) retirada ¢ incubagdo do sobrenadante em banho-maria a 35°C por 2 horas para eliminagio do

residuo de cloroférmio,

Apbs a extragio, as dosagens de agiicares solliveis totais foram feitas a partir da
fragio sobrenadante obtida da extragio por MCA, segundo metodologia descrita por Yemm &
Willis (1954), utilizando-se reativo de antrona 0,2% em 4cido sulfirico concentrado. Para a
curva-padriio foi utilizada a dextrose ¢ as leituras de absorbéncia foram feitas em 620 nm. A
metodologia de dosagem consistiu em:

a) adigdo de 1,0 mL da amostra em 2,0 mL do reagente de antrona, agitando a seguir;

b) aquecimento em banho-maria a 100°C por 5 minutos, para completar a reagio:

¢) parada da reagdo em banho de gelo, nova agitagio e obtengio das leituras de absorbancia.
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3.3.5. ANALISES DE ARTEMISININA POR CCD

As ei%;élises de artemisinina foram conduzidas no CPQBA/UNICAMP e
baseadas no método de$cﬂto por Delabays et al. (1997). Apés a separagiio do material vegetal a
ser analisado este foi ;gtxansfeﬁdo para uma estufa com circulagdo de ar para secagem em
temperatura de 34 + 1”(2 durante 48 horas, Para cada amostra, 100 mg de material finamente
moido foi extraido em § mL de tolueno, em ultra-dispersor POLYTRON/PT2000 (equipamento
misturador ¢ triturador ﬂe alta eficiéncia para pequenos volumes) por 30 segandos a 20.000 rpm.
Posteriormente, o extra!iie foi centrifugado durante 6 minutos a 3200 g, obtendo-se os extratos
brutos a serem analisadﬁ;)s.

Com _Ma microseringa, 3 ul. de cada extrato foram aplicados sobre uma placa
de silica-gel 60 Fasy (WRCK art. 1.05554). Cada placa recebeu 4 diferentes concentragles de
artemisinina (1,5; 2,0; _;‘2,5 ¢ 3,0 ul. de uma solugéo contendo 0,25 pg/ul) ao centro, mais 4
aplicagGes laterais, em éiuplicata, das amostras. As placas do ensaio foram eluidas em cuba de
vidro previamente sam%ada com uma mistura de cloroférmio : metanol (98 : 2 v~). Para a
revelagdo, uma solugio i:;;antendo 50 ml. de acido acético glacial, 0,5 mL de anisaldeido ¢ 1,0 mL
de acido sulfarico con%;entrado foi borrifada sobre as placas. Posteriormente, cada placa foi
colocada em estufa a 1£G°C durante 5 minutos, para permitir a visualizagio dos resultados, e as

cromatoplacas foram es_cf;aneadas ¢ avaliadas comparativamente por fotodensitometria.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAQO

4.1. PROTOCOLO DE MICROPROPAGACAQO

Nove meios de cultura, demonstrados anteriormente na tabela 1 foram
usados com virias combinagdes hormonais para os testes de iniciagin de brotagdes multiplas
em 4. annua. Entre os diferentes explantes testados (folhas, entrendés e apices inteiros
assépticos) apenas os apices inteiros responderam positivamente apés 10 dias da inoculagio. O
crescimento dos explantes iniciou-se visualmente apds 7 dias de culiivo, ¢ os explantes que

ndo resultaram em micropropagagio efetiva foram descartados apés 30 dias de cultivo.

Na tabela 2 estdio descritos os nmeros de brotagdes por explante, sendo que
esses dados representam a média de 20 determinages independentes e os experimentos foram
realizados em triplicata.

Os meios 8 e 9 induziram a proliferagio de calos, ¢ em conseqiiéncia
observou-se menores taxas de brotagdes miltiplas nesses tratamentos. O meio 6 apresentou-se
o mais eficiente em termos de micropropagacio, resultande em 50 brotagdes multiplas para
cada explante inicial, sendo esse resultado superior aos descritos anteriormente na Hteratura
(L€ & Collet, 1991; Woerdenbag et al,1993). De modo geral os meios contendo 6-
benziladenina em auséncia de auxinas apresentaram os melhores resultados na indugio de

brotagdes miltiplas, sendo determinado o nivel de 1,0 mg/L de BA como dtimo.
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Tabela 2. CombinagSes de meios testados e resultado de brotagdes/explante obtidas nos

experimentos para indugdio de brotagdes multiplas em cultivo i vigo de 4. e L.

4.2. ENRAIZAMENTO, ACLIMATACAO E CULTIVO EM CASA DE VEGETACAO

Uma ;vez obtidas as brotagbes multiplas, tais plintulas necessitavam ser
enraizadas para dar proaéseguimento a0 processo de cultivo in vitro e posterior aclimatagio. As
plantulas desenvolvidas in vitro, ao apresentarem cerca de 3 om de comprimento, foram
individualizadas ¢ transferidas para enraizamento em meio MS suplementado com AIA ou
AIB (2 mg/L). Enquanto o meio suplementado com AIA apresentou taxas de enraizamento de
70% apos 12 dias da transferéncia, o meio MS suplementado com 2 mg/l de AIB apresentou

miximo enraizamento {100%) em 10 a 12 dias aphs a transferéneia (figura 2). As raizes
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desenvolveram-se diretamente das partes adreas, sem a formagio de calos. Uma vez
enraizadas, as plintulas foram wansferidas para meio de cultura ¥ MS por cerca de uma
semana, sendo entdo plantadas em vermiculita auicclavada ¢ manfidas em climara de
crescimento a 25 + 2°C. Cerca de 30 dias apés a transferéneia para vermiculita, as plantulas
foram transferidas para peguenos vasos contendo vermiculila come substrato & mantidas em
casa de vegetagio para aclimatacio. Plintulas completas podem ﬁﬁsiﬁ%ll ger obtidas em menos
de 4 meses, resultado inédito de aclimatacio no Brasil para os hibridos Ch x Viet.35 ¢ 39 X

1Y micropropagados.

4.3, CURVAS DE CRESCIMENTO, MEDIDAS DE MASSA § DOSAGENS DE

ACUCARES

As plantas achimatadas ¢ mantidas em casa de vegetagdo sob regime de dias
iongos duranie 6 meses foram medidas semanalmente quanto a altura e ao difimeiro do caule.

Os resultados obtidos estio demensirados nas Figuras 3 ¢ 4 a seguir:



Figura 2. Plantula de A, pr— meie ME suplementado com 2 me/l de AIB 12 dias ap6s a

transferéncia, pronta para ser aclimatada.
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Conforme demonstrade nas figuras 3 ¢ 4, as . plantas mainizes ¢ as
micropropagadas ndo diferiram significativamente com relaciio a altura final ¢ ac difimetro do
caule apds as 24 semanas de cultive, segundo o teste T de Student a nivel de 5% de
probabilidade. A altura das plantas pode ser considerada igual nas duas populages, ndo
havendo diferengas no padriio de crescimento ao longo do tempo. O aﬁémei:m do caule (Figura
4), por sua vez, nas Primeas semanas ¢ mals esireifo nas plantas midcropropagadas que nas
plantas normais. No enfanio, o didmetro das duas populacdes pmijemﬁema se igualam a pariir
da sélima semana de culiivo. Tais dados nos indicam que as plantas gque passaram pelo
processo de culiive in vitro podem incialmente ser mais esireitas que aguelas cultivadas em
casa de vegetacdo, mas as diferencas existerdes tendem a ser 'mmmﬁz&das cott ¢ passar do
fempo.

Ao linal das 24 semanas de cultivo as plantas foram coletadas para medidas
de massa fresca, massa seca ¢ dosagens de agOcares soliveis totais, sendo os resultados

apresentados nas Figuras 5 ¢ 6 a seguir:
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Figura 3. Resultados obtides de comparagdo enire massa seca/massa fresca apds 24 semanas
de cultivo em casa de vegetagiio de plantas matrizes @ plantas micropropagadas. Os
dados mpr@saﬂ%&m a meédia de 30 plantas para cada populagio, disiribuidas
totalmente 20 acaso ¢ nlo diferem enire si pelo teste T de Btudent ao nivel de 5%

de probabilidade. Desvio-padrio: matrizes = 0,02: micropropagadas = 0,03,



Figura 6.

Resultados obtidos de comparag3o entre teores de acticares soliiveis/massa fresca
apds 24 semanas de culiivo em casa de vegetagBo de plantas mairizes ¢ plantas
micropropagadas. Os dados representam a média de 30 plantas para cada
populaglc, distribuidas fofalmente ao acase e ndo diferem entre si pelo teste T de
Stdent ao nivel de 5% de probabilidade. Desvio-padrio: mairizes = 0,04

micropropagadas = 0,062,
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A selagiio entre massa fresca ¢ seca foi de 0,288 g para as plantas matrizes, ¢
de 0,273 g para as plantss micropropagadas (Figura 5). Quanio aos aghcares soliveis tolais,
enquanic as planias mairizes apresentaram 0,242 mg/g de massa fresca, as plantas
micropropagadas apresentaram 0,206 mg/g de massa fresca {Figora 8). Em ambos os casos 0s
teores ndo diferiram significativamente entre ai segundo o teste T de Student a nivel de 5% de
probabilidade, o que nos levou a presumir que, de medo andlogo ao observado nas analises de
crescimento em alfura e difmetro do caule, as plantas matrizes e as micropropagadas apresentam
desempenho bastante semelhante no gue diz respeito 3 capacidade de actmulo de bicmassa o
disponibilidade de snergla. Tais resultados confirmam os demonsirados no Capitulo I deste

trabakho,

4.4, ANALISES DE ARTEMISININA

As plantas matrizes ¢ micropropagadas foram analisadas quanto aos teores de

artemising por CCLYDT, apds as 24 semanas de cultivo. Os isores obtidos estfio demonstrados na

Figura 7 a seguit:



Figura 7. Comparagdio entre teores de artemisinina para as plantas malrizes o
microprapagadas de A anano clones Ch x Viet 33 ¢ 39 x 1V, apds 24 semanas de
cultivo em casa de vegetagdo. Os dados representam a média de 15 plantas para
cada populagiio & os resuliados obtidos pelos clones Ch x Viet 55 ¢ 39 X 1V ndo
diferem entre si pelo teste T de Student ao nfvel de 5% de probabilidade. Desvio-
padriio: Chx'Viet35 matrizes = 0,15; ChxViet55 micropropagadas = 0,11; 39 x 1V

matrizes = 0,12; 39 2 1V micropropagadas = 0,11.



Em%c:sm-_mdﬂs 0§ experimentos tenham sido conduzidos com dois clones de 4.
amnua (Chx Viet 55 ¢ 39 x 1V), apenas com relagdo aos teores de artemisining ssses dois clones
apreseniaram alguma diferenga entve si (Figura 7). Embora as plantas do clone Ch x Viet 55
tenham mostrado wna lgeira superioridade na producio, as diferencas enconiradas no sio
significativas pelo testo "}’f. de Student ao nivel de 3% de probabilidade ¢ nfo invalidaram o
processo de micropropagacdo, visto que os feores mais baivos de arterisining encontrados
(0,89%, clone 39 x 1V micropropagado) ainda sdo bastanie slevados indicando que as plantas
micropropagadas mantém os afveis elevados das populacdes matrizes. Os relatos da maratengio
dos teores enconirados eni casa e vegetagio & no campo so mencionados para ssia espécie
{(Ferreira et «f, 1995, g}%}ﬁ;ﬁﬁc& ssses teores slevados de artemisinina serfio provavelmente
mantidos. Aliados aos padBes de crescimento analisados anteriormenie, nos levam a considerar

que o processo de micropropagacdo ¢ valido na manutengio de hibridos em A, e,



5. CONCLUSOES

A técnica utilizada neste estudo permitiu aumentar as taxas de micropropagacio
em 4. annua, principalments pela manipulagiio de reguladores de crescimento. Entre as
diferentes combinagbes utilizadas, o meioc MS suplementado com BA (1 mg/L) induziu o
mator namero de brotagGes multiplas diretamente de 4pices assépticos. Para o enraizamento
“in vitro” o meio MS adicionado de AIB (2 mg/L) provou ser o melhor entre as combinagdes
utilizadas, sendo que o enraizamento na fase de vasos foi estabelecido uniformemente em
niveis acima de 95%. O protocolo desenvolvido neste trabalho nos permitiu obter 50-60

plintulas em cada sub-cultura, resultado nunca antes relatado para cultivos “in vitro” de 4.

annua.

Com os resultados obtidos para as curvas de crescimento e produgio de massa,
junto das andlises de aglicares ¢ artemisinina, pudemos conchir que o processo de
micropropagacdo foi vantajoso na manutengio dos hibridos Ch x Viet 55 ¢ 39 x 1V, uma vez
que as plantas micropropagadas apresentaram-se fenotipicamente fidis as plantas matrizes. Os
resultados encontrados nas plantas micropropagadas foram bastante préximos aos observados
nas plantas que nio passaram pelo cultivo in vitro, 0 que nos levou a conchuir que O processo
de micropropagagio foi vilido ¢ pode ser uma importante ferramenta na manutencio de
genotipos de elite desta planta medicinal, estando incluidos nesse caso os hibridos estudados,

bem como seus parentais.
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CAPITULO III - AVALIACAO COMPARATIVA DOS NiVEIS DE ARTEMISININA,
CLOROFILAS E CAROTENOIDES EM GENOTIPOS HiBRIDOS E EM UMA

POPULACAO NAO MELHORADA DA PLANTA MEDICINAL A.annua L.

1. INTRODUCAO

Desde 1987 a A amma vem sendo cultivada no Brasil pelo
CPQBA/UNICAMP, que vem realizando experimentos com o objetivo de domesticar ¢ otimizar

o cultivo da espécic em nossas condigdes (Figueira, 1995). Virias etapas do processo de
domesticagio ji foram concluidas, permitindo excelentes resuliados com relagio ao

melhoramento e obtendo novos hibridos com caracteristicas agrondmicas adequadas ao cultivo
em climas tropicais, em associagdo a elevados niveis de artemisinina. O CPQBA/UNICAMP,
prosseguindo os trabalhos da MEDIPLANT (Suiga), selecionou ¢ hibridizou genétipos ricos em
artemisinina e com elevada produgio de biomassa, obtendo hibridos adaptados as condigdes
climaticas brasileiras. Através de cruzamentos controlados entre genétipos selecionados
provenientes de populagdes chinesas ¢ vietnamitas, obteve-se ganho genético quanto ao teor de
artemisinina ¢ sobre a uniformidade da cultura, ¢ pelo aumento de biomassa e dos teores de
artemisinina foi possivel aumentar a produgiio de artemisinina de 5 ke/ha na populagio base, para
cerca de 25 kg/ha na populagdo geneticamente methorada (Magalhdes ef al., 1997).

Além do aumento na produtividade, houve a necessidade de desenvolver novos

genotipos com florescimento tardio, pois embora as condigdes climaticas brasileiras permitam o

cultivo da 4. anmua durante todos os periodos do ano devido 3 nossa faixa de temperatura, na
nossa latitude (22° 48”) ocorrem fotoperiodos muito favoraveis a inducio do florescimento
(Magalhgics, 1996). Como a artemisinina ¢ uma molécula complexa ¢ a sua producio em

laboratério ainda ndo é comercialmente viavel, a planta ainda ¢ viavel para obten¢io do
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composto. Assim, os hibridos desenvolvidos com alto teor de artemisinina {acima de 1% da
massa de folhas secas}, permitiram realizar 2 cortes por ano ¢ tornaram o Brasil um local
competitivo para a produglo de artemisinina a partir da 4. anrua (Magalhies ef ol., 1997).

A via biossintética completa para a artemisinina ainda ndo foj completamente
elucidada, porém Véli()ﬁ._ passos da sua biotransformago ja foram determinados (El-Feraly ez al.,
1986; Akhila et al., 1987; Akhila et al., 1990; Jung ef al., 1990; Sangwan ef af., 1993; Nair &
Basile, 1993; Brown, 1994). A artemisinina deriva do 4cido mevalénico e do 1sopentenil-
pirofosfato (IPP), conforme demonstrado na Figura 1. E um terpendide, e os compostos desta
classe baseiamn-se na molécula do isopreno (CH,=C(CH;)-CH=CH,), sendo constituidos por duas
ou mais unidades de 5 carbonos (Lehninger, 1993). Como as clorofilas ¢ 0s carotenéides também
derivam do isopreno e t8m a mesma origem biossintética da arternisinina, derivando do IPP,
existe a possibilidade de correlagbes entre os niveis de clorofilas, carotendides e os niveis de

artemisinina observados nos hibridos com alto teor de artemisinina.



Geramil pirofosfato Farnesil pirofosfato
Y
Geranil geranil pirofosfato

fechanento X

de mnel 2
Cxo Ca
Diterpenos Tetraterpenos
(exanel fitol da clorofila) (carotendides)

Figura 1. Rota biossintética proposta para diferentes terpendides em plantas (adaptado de

Lehninger, 1993)
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2. OBIJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo avaliar ¢ comparar os hibridos Ch x
Viet 55 ¢ 39 X 1V de 4. annua obtidos pelo programa de melhoramento ¢ selecdo do
CPQBA/UNICAMP, com uma populagio nio melhorada, caracteristica por apresentar
florescimento precoce ¢ baixos niveis de artemisinina. Os hibridos foram comparados com a

populacdo nio melhorada visando:

a) comparar padrdes de crescimento, medidas de massa ¢ de rendimento nas duas populagdes.

b) comparar o desempenho relativo a0 acimulo de proteinas ¢ aos agficares soltveis totais nas

plantas, avaliando a biomassa ¢ a disponibilidade de energia para as duas populagdes.

¢} comparar os niveis de artemisinina ¢ de clorofilas e carotendides nas plantas, e verificar

possiveis interagdes entre 0s compostos de origem biossintética comum.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAL VEGETAL, EQUIPAMENTOS E REAGENTES UTILIZADOS

As plantas de 4. annua L. utilizadas como fonte de explantes para este trabalho
foram germinadas in vitro a partir de sementes cedidas pelo CPQBA/UNICAMP, ¢ provém de
duas populagdes de plantas gue diferem quanto a produciio de artemisinina e a caracteristicas
agrondmicas em relagio a sua adequagdo ao cultivo em clima tropical. A populagdo methorada
(denominada populagiio “M”) ¢ composta por plantas dos clones 39 x 1V ¢ Ch x Viet 55,
sendo metade das plantas de cada clone, ¢ se caracteriza por apresentar florescimento tardio e
teores de artemisinina acima de 1% sobre a massa das folhas secas (Magalhdes ef of., 1997). A
populagio introdutoria foi obtida nas primeiras introdugdes da espécie no CPQBA/UNICAMP
{(denominada populagio “T”) e apresenta teores de artemisinina variando de 0,2 a 0,4% sobre a
massa das folhas secas, além do florescimento precoce. As sementes de ambas as populacdes
foram armazenadas em condigGes constantes de temperatura (10°C) ¢ umidade (70%).

Todos os reagentes utilizados para as analises quimicas sio de grau P A (para
andlise). A artemisinina utilizada como padrio nas analises foi purificada na Divisdo de Quimica
Orgfinica Farmacéutica do CPQBA (ponto de fusio obtido = 154-155°C). Os extratos foram
aplicados com microseringas Hewlett-Packard 9301-0246 com capacidade de 10 pl. Utilizou-se
também uma cuba cromatografica de vidro para eluigio ¢ uma estufa para aquecimento das
cromatoplacas para permitir a visualizagio dos resultados. As semi-quantificagdes do Acido
artemistninico foram feitas em fotodensitdmetro PHARMACIA BIOTECH / IMAGE MASTER

1D.
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Para o cultivo “in vitro” ¢ anilises de proteinas, aglcares, clorofilas ¢
carotendides os reagentes e reguladores de crescimento utilizados foram todos provenientes da
Sigma ou Merck. Todo o processo de esterilizagdo ¢ a manipulagio das culturas “in vitro” foi
executado em cimara de fluxo laminar horizontal HIFS12 marca Veco. As leituras de
absorbincia foram feilas em espectrofotdmetro FENTO modelo 435, a 620 nm e as

centrifugagdes foram feitas em centrifuga refrigerada Superspeed RC-5B Sorvall, rotor $S34, a
4°C.

3.2. ESTERILIZACAO E CULTIVO IN VITRO

As sementes das populages selecionadas foram esterilizadas superficialmente
em condigbes assépticas por imersio durante 10 minutos em uma solugfio a 1% de fungicida
{(marca comercial Benlate, grupo quimico benzimidazol). Apos este tempo, as sementes foram
passadas por dlcool 70% durante 20 segundos ¢ imersas em uma solucio a 1% de NaQCl

(hipoclorito de sédio P.A. 5-6%) por 12 minutos. Em todas as solugdes foram adicionados 0,1

mL de agente espaﬂzanie (Tween 20 v/v) ¢ o recipiente foi mantido sob agitagio constante
durante todo o pmcessé de esterilizacdo. Apds a esterilizagio foram feitas trés lavagens das
sementes com agua desﬁélada esteril. As sementes esterilizadas foram secas sobre papel de filtro
estéril em placas de Petri, durante 1 hora em condi¢es assépticas. Todo o processo de
esterilizagdo descrito foi ¢xecutado em cimara de fluxo laminar.

Para germinagdo ¢ cultivo das sementes de 4. annua foi utilizado o meio de
sais minerais de Murashjéége & Skoog (1962), acrescido de sacarose na concentragio de 30 oL
como fonte de carboidra;tos. A concentragio de dgar utilizada foi de 7 g/L e o pH foi ajustado

para o valor de 5,8 anterimmente a autoclavagem. Apds a esterilizagio das sementes foram feitas



as inoculagdes nos frascos de cultivo, os quais foram mantidos 3 temperatura de 25 + 2°C, sob luz
branca incandescente {intensidade 3000 lux) em fotoperiodo de 16 horas.

As plantulas desenvolvidas in vifro, ao apresentarem cerca de 3 cm de
comprimento, foram individualizadas e transferidas para enraizamento em meio MS
suplementado com 2 mg/L de AIB (2 mg/L), conforme o protocolo estabelecido anteriormente
¢ descrito no Capitulo II deste trabalho. Uma vez enraizadas, as plantulas foram transferidas
para meio de sais minerais de Murashige & Skoog (1962) com a metade da concentragio de
sais (12 MS) por uma semana, sendo entio plantadas em vermiculitz autoclavada ¢ mantidas
em ¢amara de crescimento a 25+2°C. Cerca de 30 dias ap6s a transferéncia para vermiculita,

as plintulas foram transferidas para pequenos vasos contendo vermiculita como substrato,

sendo entdo mantidas em casa de vegetaglio para aclimatagio.

3.3. CULTIVO EM CASA DE VEGETACAO

Apds a aclimatagdo as plantas das duas populagdes, denominadas “M”
{melhorada) ¢ “I” (introdutéria) foram mantidas em casa de vegetagdo sob regime de dias
longos (16 horas de luz) durante os meses de margo a agosto de 1997, sendo que cada
populagio conmsistiv de 30 plantas individualizadas. Todas as plantas foram distribuidas
totalmente ao acaso ¢ mantidas em condigdes idénticas de ambiente. As plantas foram regadas
semanalmente com 300 mL de solugfo nuiritiva (Hoagland Arnon, 1950 ¢ os vasos foram

mantidos em sistema aberto onde recebiam 4gua diariamente, ¢ solugéio nuiritiva uma vez por

semana. Foram fetas medidas semanais de altura ao longo desse periodo. Ao final desse
periodo (180 dias) as folhas foram coletadas, sendo feitas medidas de massa fresca, massa

seca, dosagens de aglcares totais, de proteinas, de clorofilas ¢ carotenéides ¢ de artemisinina
nas folhas.
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3.4. MONITORAMENTO DO CRESCIMENTO

O monitoramento do crescimento foi feito a partir de medidas semanais das

plantas das duas populagdes, individualmente, durante os 180 dias de cultivo em casa de

vegetagdo. Por ocasido das andlises, as plantas foram amostradas para obtengdo dos dados

individuais relativos a massa fresca e massa seca, além dos rendimentos de folhas, talos ¢ raizes.
3.5. EXTRACOES PARA DOSAGENS

Os extratos iniciais para as dosagens de agficares totais, proteinas, clorofilas ¢
carotenodides foram obtidos em MCA (metanol:cloroférmio:agua) na proporgio de 12:5:3 (viviv),
sendo utilizados 10 mi. da mistura por grama de material fresco, de acordo com metodologia
descrita por Bieleski & Turner (1966), sendo esta a metodologia mais utilizada atualmente para
este tipo de extragdo. A metodologia de extracio consistiu em:
ay trituragio do mateﬁal vegetal em ultra-dispersor POLYTRON/PT2000 (equipamento
musturador e triturador de alta eficiéncia para pequenos volumes) por 15 segundos;
b} centrifugacio a 2000 xpm por 10 minutos ¢ separagio da fragdo sobrenadante;
C) separacgio e eiitnjnagfﬁo da fase cloroférmio pela adigio de cloroférmio e agua destilada a
fragio sobrenadante, coréa nova centrifugagao a 2000 rpm por 10 minutos;
d) incubagio do sobrenaﬂanze em banho-maria a 35°C por 2 horas para eliminagio do residuo de

cloroférmio.



3.6. DOSAGENS DE ACUCARES TOTAIS, PROTEINAS, CLOROFILAS E

CAROTENOIDES

Apos a extragdo, as dosagens de aglicares soliveis totais foram feitas a partir da
fragio sobrenadante obtida da extragio por MCA, sendo esta a metodologia mais utilizada
atualmente para esta andlise ¢ que foi descrita por Yemm & Willis (1954), utilizando-se reativo
de antrona 0,2% em écido sulflirico concentrado. Para a curva-padrio foi utilizada a dextrose ¢ as
leituras de absorbancia foram feitas em 620 nm. A metodologia de dosagem consistiz em:

a) adi¢do de 1,0 ml. da amostra em 2,0 mL do reagente de antrona, segitida de agitacio;

b) aquecimento em banho-maria a 100°C por 5 minutos, para completar a reagdo;

<) parada da reagdo pela colocagdo do tubo em banho de gelo, seguida de nova agitagio ¢
obtengdo das leifuras de absorbancia.

A fragdo protéica foi determinada a partir do precipitado obtido na extragio
por MCA, sendo 0 mesmo ressuspendido em solugio de NaOH 0,1 N (10 mL/g de material
fresco), homogeneizado ¢ centrifugado a 2000 rpm por 10 minutos {3 vezes). O sobrenadante
contém a fracdo protéica. A dosagem de proteinas do extrato foi feita segundo Bradford (1976),
utilizando-se reagente de Coomassic Brilliant G250 (100 mg em 50,0 mL de etanol 95%,
acrescido de 100 mL de dcido ortofosforico 85% em volume final de 1000 mL). A dosagem
cqnsistiu em adicionar 3,0 mL do reagente de Coomassie a 0,3 mL da amostra, agitando a seguir,
sendo as leituras de absorbancia obtidas a 595 nm. A elaboragio das curvas-padrao foi feita com

albumina de soro bovino (BSA) dissolvida em solugiio de NaOH 0,1 N.

Os teores de clorofila e carotendides foram obtidos através de leitura dos
extratos em MCA em absorbéncias de 666, 653 e 470 nm, de acordo com metodologia descrita
por Lichtenthaler & Wellburn (1983), sendo esta metodologia 2 mais utilizada atualmente para

essas analises.
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3.7. ANALISES DE ARTEMISININA POR CCD

As andlises de artemisinina foram conduzidas no CPQBA/UNICAMP e
bascadas no método descrito por Delabays et al. (1997). Apés a separagio do material vegetal a
ser analisado este foi transferido para uma estufa com circulagdo de ar para secagem em
temperatura de 34 + 1°C durante 48 horas, Para cada amostra, 100 mg de material finamente
moido foi extraido em 5.mL de tolueno, em ultra-dispersor POLYTRON/PT2000 (equipamento
misturador ¢ triturador de alta eficiéncia para pequenos volumes) por 30 segundos a 20.000 rpm.
Posteriormente, o extrato foi centrifugado durante 6 minutos a 3200 g, obtendo-se os extratos
brutos a serem analisados.

Com uma microseringa, 10 pl de cada extrato foram aplicados sobre uma
placa de silica-gel 60 F,5, (MERCK art. 1.05554). Cada placa recebeu 4 diferentes concentragdies
de artemisinina (1,5; 2,0; 2,5 ¢ 3,0 ylL de uma solugio contendo 0,25 pg/ul} ao centro, mais 4
aplicagdes laterais, em duplicata, das amostras. As placas do ensaio foram eluidas em cuba de
vidro previamente saturada com uma mistura de cloroférmio : metanol (98 : 2 v/v). Para a
revelagdo, uma solugo contendo 50 mL de 4cido acético glacial, 0,5 mL de anisaldeido e 1,0mL
de acido sulfirico concentrado foi borrifada sobre as placas. Posteriormente, cada placa foi
colocada em estufa a 110°C durante 5 minutos, para permitir a visualizagdo das manchas, ¢ as

cromatoplacas foram escaneadas ¢ avaliadas comparativamente por fotodensitometria.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAD

4.1. CURVAS DE CRESCIMENTO, MEDIDAS DE MASSA E RENDIMENTO,

DOSAGENS DE PROTEINAS E ACUCARES SOLUVEILS TOTAIS

A partr das medidas semanais das alturas das plantas, foram slaboradas curvas
de crescimento comparativas para as duas populagdes estudadas, com o objetivo de avaliar os
padrdes de crescimento de cada populagio e verificar possiveis diferengas entre as messmas.
Verificou-se uma notavel supertoridade da populacio melhorada “M” com relagio a populagio
nfrodutdnia “I” quanio a velocidade de crescimento ¢ altura final alcangadas, e pudemos observar
gue o grescimento da populagio “M” se mostrou supedor a parlir da guinta semana de cultive,
ressalfando que o cultivo das duas populagBes s¢ iniciou com plantas de mesmo tamenho. A
altura final da populagio “M” alcangou aproximadamente o dobro da altura final da populagio
“T". Como as duas populaghes foram mantidas em condigBes idénticas de cultivo ¢ de manejo,
sendo distribuidas fotalmente ao acaso para este experimento, a populagio “M” apresentou
indiscutivelmente uma methor performance, levando-se em conta a produgiio do dobro de
biomassa que a populagdo “I” ao final de 24 semanas de cultive. As curvas comparativas de
crescimento representam a média das medidas individuais de 30 plantas para cada populagio,

distribuidas {otalmente ac acase, ¢ podem ser vistas na fgura 2.
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Figura 2. Curvas mmparaﬁv&s de crescimento em altura (om) das populagbes melhorada “M”
¢ introdutoria “I” de 4. annug durante 24 semanas de cultivo em casa de vegetacio.
(s dados a'ﬁg}ﬁ'ﬂ;fﬁ@mam a media de 30 plantas para cada populagio, distribuidas
folalinente ao aéaso ¢ ndo diferem entre si pelo teste T de Student ao nivel de 5%

tle probabilidade. Desvio-padiio apds 24 semanas: “M” = 9,85; “I"= 17,21.



O meihor desempenho observado guanto ao crescumento na populacdo “M”
pode ser confirmado com os resultados obtidos pela relagiio massa ﬁra;scafmassa seca de folhas,
bem como guanto ao actaulo de profeinas pelas duas populaces ao fmal das 24 semanas de
culitvo. A massa seca obtida por grama de massa fresca de folhas foi de E_{};{% g para a populacio
“M”, superior aos 0,219 g obtidos para a populagiio “I”. Estes dados aﬁnda sdo complementados
pelos teores de proteina obtidos, de 1,240 mg proteina/g massa fresca de folhas para a populacio
“M”, superiores aos 1,133 mg proteina/g massa fresca de folhas acumulados pela populagio “T
Tais resultados indicam claramente que a populagdo “M”, além de apresentar maior velocidade e
maior potencial de crescimento que a populagio “17, responde de maneira mais efetiva quanto ao
actmulo de biomassa.

As analises dos teores de agficares totais fambém :nat)s permitiram verificar
diferencas relacionadas ac desempenho superior obiido pela populagic “M”. Enguanto a
populagdo “I” apresentou ieores de aglicares fofais de 0,156 mg/g massa fresca, os resultados na
populagiio “M” foram de 0,245 mg/g massa fresca. Assim sendo, a populagio “M” apresentou
uma maior disponibilidade para manuteng3o de seus processos vitais o de desenvolvimento,
podendo dar suporte & maior producio observada nos resultados acima descritos. Os dados
relativos as andlises de  massa seca, protefnas ¢ aglicares mosiram o desempenho superior
apresentado pela populagio “M” com relagio a populagio “I” & podem ser cbservados na Figura
3.

Com relagdo aos resultados obtidos para rendimento de folhas, talos © raizes,

pudemos confirmar o desempenho superior da populagio “M”, que apresentou rendimentos

supariores em odos 08 casos, sendo o rendimento bastante superior no caso de folhas e talos, e
pouce superior no caso das raizes. Os dados relativos ao rendimento de folhas, talos 2 raizes em

gramas /plania podem ser observados na Figura 4 a seguir.
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representam a Médm de 20 plantas para cada populagiio, distribuidas totalmente ac
acaso ¢ diferem entre si pelo teste T de Student ao nivel de 5% de probabilidade.
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proteina: “M” =0,12, " = 0,56; ¢) dados de aclicares: “M” = 0,09, " =4,12.
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L1B, “1" = 1,31; o) rafzes: “M” = 1,91, “I" = 2,15.
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4.2. DOSAGENS DE ARTEMISININA, CLOROFILAS E CAROTENOIDES

As ané‘ifmeg de artemisinina confinmaram os resultados esperados guanto acs
teores ¢ a0 rendimento do composto, sendo que a populagio “M” apresentou teores e rendimento
de artemisinina bastante superiorss aos apresentados pela populagio “I” {Figuras 5 ¢ 6). Os
vesultados relativos 3 artemisinina acompanharam os resultados obtidos com relagiio as andlises
de clorofilas ¢ carotendides feitas comparativarsente para as duas populagdes, onde a populagio
“M” também apresentou teoves de clorofilas ¢ carciendides mais alios que a populagdo “I”.
Sabemos que 2 arfermisining, bem como os carotendides ¢ o anel Htol da clorofila perfencem a
classe dos isoprendides, sendo formados por unidades estruturais de $ carbonos denominadas de
isoprenos ¢ sintetizadas a partir da acetil-CoA (Figura 1), Os resuliados obtidos com relacdo as
clorofilas & carotendides indicaram diferencas que aparentemente corresponderam as diferencas
enire o8 teores de arernisining para as duas populagBes, onde a populagio “M” apresentou teores
mais slevados que a populagiio “I” em fodos os casos. A populagio “M ", mais produtiva em
artemnisining, apresentou teores mais altos de clorofilas ¢ carotendides {62,649 mg/g massa fresca)
quando comparada 4 populaglo “T" (50,673 mg/g massa fiesca), conforme demonstrado na
Figura 6. Considerando-se a origem biossiniética em corum desses diferentes CoOmpostos ¢ com
base nestes resultados obtidos, pudemos mostear a exisiéneia de uma cotrelacio positiva enire os

teores de clovofilas e carotendides e a produgio de arternisinina em 4. anmua.
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24 semamas de cultivo em casa de vegetagio de plantas da{ﬁ populacdes melhorada
“M” e introdutdna “T". Os dados representam a média ée 30 plantas para cada
populagiio, distribuidas totalmenic ac acaso e diferem enitre si pelo teste T de

Student a0 nivel de 3% de probabilidade. Desvio-padsfio: “M” = (,22; “T" = §,31.
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5. CONCLUSOES

As diferengas observadas entre as populagdes com relagio aos pardmetros
analisados mostraram um methor desempenho da populacio melhorada “M” sobre a
populagio introdutéria “I”, visto que as duas populagdes apresentaram resultados
diferenciados de crescimento, proteinas, aglcares e artemisinina, quando submetidas as
mesmas condigdes de manejo. Em associagdo aos teores de pﬁotcinas e de aglicares
observados, a maior produgdo da populagio “M” foi verificada especialmente pelas taxas de
crescimento, com a populagio “M” resultando em mais que o dobro da altura da populagio “T”

a0 final de 24 semanas de cultive, propiciando o alto rendimento em artemisinina da
populagio “M” de 37,72 mg/planta, bastante superior aos 11,61 mg/planta apresentados pela
populagdo “T”.

Juntamente com os teores de artemisinina observados na populagio “M” de
1,15% (folhas secas), significativamente superiores aos 0,54% (folhas secas) apresentadoé
pela populagio “I”, assoclamos os teores de clorofilas e carotendides, também mais elevados
na populagio melthorada “M” quando comparada 3 populagio introdutéria “I”. Como
artemisinina, clorofilas e carotendides apresentam uma origem: biossintética comum,
evidenciamos a existéncia de uma cormrelagio positiva entre esses compostos, tornando
possivel um acompanhamento indireto dos teores obtidos por populagdes melhoradas de A.

annua através das analises de clorofilas e carotendides.
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CONCLUSOES GERAIS

A cultura de tecidos vegetais vem s¢ mostrando como uma poderosa ferramenta
para o estudo e o entendimento de processos metabdlicos em plantas de varias espécies, além
de ser comprovadamente vilida como metodologia para manutengdo de genotipos, sendo
amplamente utilizada ao longo dos tltimos anos. Tendo em vista a alta produtividade em
biomassa ¢ em artemisinina dos hibridos de 4. annua obtidos pelo programa de melhoramento
desenvolvido pela MEDIPLANT e posteriormente pelo CPQBA/UNICAMP, e a alta
especificidade das técnicas de cultura de tecidos com relagio as variedades estudadas,

verificamos a possibilidade de adaptar técnicas de cultivo “in vitro” a alguns desses hibridos,

para uma avaliagio da produgio de compostos anti-malaricos, além da posterior manutengio
em laboratorio desses genétipos melhorados.

As raizes transformadas via 4. rhizogenes vém sendo intensivamente estudadas
nos iltimos anos ¢ sdo um excelente material para exiragio de metabdlitos secundarios, sendo
que no caso de 4. annua apenas o 4cido artemisininico foi encontrado nessas raizes. A cepa de
A. rhizogenes 8196 foi efetiva na transformagdo do hibrido Ch x Viet 35, e o procedimento de
repicagern aos 28 dias de cultivo foi confirmado como sendo o pico de crescimento das
culturas, adequando o procedimento 2 manutengio do material. Com relagio 4 produgdo de
acido artemisininico, esta nio foi verificada em quantidades adequadas a um cultivo em larga
escala com finalidades comerciais, mostrando que a técnica de raizes transformadas pode ser

vidvel para a manutengio do genétipo, ndo sendo valida para a producio dos compostos.

Também 2 téenica de micropropagacio dos hibridos foi efetiva na manutencio desses
genotipos, uma vez que conseguimos obter 50-60 plantulas micropropagadas fenotipicamente
fiéis as plantas matrizes em cada sub-cultura e desenvolver uma metodologia eficiente para a

aclimatagio das plantas micropropagadas em nosso ambiente, possibilitando a extragdo de
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artemisinina a partir de? plantas provenientes de micropropagagdo, posteriormente levadas a
campo. Em uma uluma etapa, verificamos a ocorréncia de fortes interagBes entre a produgio
de artemisinina e os ni?%veis de clorofilas ¢ de carotendides apresentados pelos hibridos, em
comparacdo com uma populacio nio melhorada. As éaractex‘isticas superiores dos hibridos
mantiveram-se ccmstanté;s ao longo de todas as andlises, indicando uma correlagio positiva
entre as clorofilas e carotendides ¢ a artemisinina, ¢ abrindo uma nova perspectiva para
avaliagdes indiretas do cx{zanteﬁd{) de artemisinina nessas plantas methoradas.

Assim, pudemos avaliar a validade de aloumas técnicas de cultura de tecidos
para A. annua, sendo;' que, de modo geral, as técnicas apresentaram-se adequadas a
manutencio dos gméﬁﬁos superiores obtidos através de melhoramento, sendo que a extracio

de compostos & prefcﬁvéi a partir de plantas no campo.
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