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a CLAE/UV. Os tecores de artemisinina obtidos com CCD/DT
apresentaram—se superestimados em relacdc aos obtidos com

N

CLAE/UV.
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STUMMARY

Artemisia annua L., native of China and adapted to the Brazilian
climate, is a rich source of artemisinin, a sesguiterpene lactone
proven to be effective against the malaria agent Plasmodium. The
scope of this work was to study the influence of water deficiency
and temperature on the plants artemisinin content. Moderate water
deficiency (YW -1,39 MPa) and drastic water deficiency (YW -3, 44
MPa) followed by rehydration induced a significant accumulation
of artemisinin of the dehydrated plants when compared to these
with contreolled irrigation. Although the accumulation of
artemisinin did not result in a greater yvield of artemisinin
content by the plant. When temperature was taken into account,
more artemisinin accumulated at the 18/28 °C temperature range
when compared to the 11/20 °C temperature range. Another goal of
this work was to compare the methods thin layer chromatography
(TLC} wusing photodensitometric detection with high performance
lléﬁld chromauography (HPiég usigguglt£a§;;let“detec£loﬁ for ﬁﬁéﬁ
analytical guantification of artemisinin contents. The results
show that the TLC method does not have the same selectivity and
sensibility necessary to be a useful alternative method to HPLC.
Under the experimental conditions the 7TLC method over-estimated

the artemisinin contents compared to those determined by HPLC.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1. 2 MALARIA

Segunde a Organizacdo Mundial de Saude, a maldria & a mais
importante doencga parasitaria tropilcal e mata mais pessocas gue
todas ag outras deencas registradas, excetuando-se a tuberculose.
A estimativa mundial de ocorréncia da doencga € da ordem de 300 a
500 milhdes de cascs clinicos por ano & a mortalidade causada
pela maldria €& superiocr a 1 milh3oc de mortes/ano (WHO, 1898a). De
cada 10 casos de maldria, 9 ocorrem na Africa Tropical (fig. 1).
Do numerc total de casos reportados anualmente pela Organizacdo
Mundial de Saltde (excluindo a regido africana), mais de 2/3
concentram—~se unicamente em trés paises, listades a seguir em
ordem decrescente: fndia, Brasil e Sri Lanka, gseguideos de
Afeganistdo, Vietnd e Coldmbia (RUTLER et al., 1997; WHC, 19%98a).
No THBrasil, B L9506, IoYHEmM LD OTrTaddy Taproximddatienite 450 ML
casos c¢linicoes da doenca (80% na regido amazdnica), 100 mil a
menos gue nos  anos anteriores. Destes, 13.500 O&bitos foram
registrados (YNTERIAM, 19896; LUCIRIO, 1997; WHO, 1998a).

A malédria humana & causada por protozodrios parasitas do
género Plasmodium spp. Quatro espécies de Plasmodium podemn

produzir a doenca em varias formas - Plasmodium falciparum,



Plasmodium vivax, Plasmodium ovale e Plasmodium malariae. O

P, falciparum & a causa da maloria das infeccdes e também & o mais

letal (causa a malaria cerebral), predominando na Africa

Tropical, Amazdnia, sudeste da Asiaz = Oceania. 0O vetor dgue

transmite os parasitas de uma pessoa para a outra, & a fémea d

0

mosguito Ancpheles (WHO, 19%8Db) .
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FIGURA 1. Areas de transmissido da malédria e estimativa do numero

de pesscas infectadas anualmente no mundo (adaptade de LUCIRIO,

1997 e WHO, 1998b).



Muitos sdoc os fatores que contribuem para © aumento
alarmante dos casos de malaria no mundo, dentre eles, podem ser
citados as mudancas climéticas e a deterioracdo dos servigos de
saude. Todavia, a resisténcia do mosquitc Anopheles aos
inseticidas e ¢ aparecimento de cepas do Plasmodium spp;
principalmente do P.falciparum, resistentes as drogas para o
combate da maldria, particularmente a clorogquina, sdc os fatores
que mais colaboram para o crescimento dos casos clinicos e mortes
causadas pela deencga. Além da clorogquina, outros medicamentos
como a sulfadoxina/pirimetamina e a mefloguina, estdo perdendo
sua eficacia no combate 3 malaria (KLAYMAN, 1985; BUTLER et al.,
1997; WHO, 19%98a). Com o aumento da resisténcia do parasita, ha
uma necessidade urgente de alternativas seguras para as drogas
que estdo perdendo eficécia.

Nos ultimos 50 anos, as principais estratéglas para o
controle da malaria foram a utilizacl3o de inseticidas contra o

vetor Anopheles e ¢ uso de drogas antimalaricas para a profilaxia

e EFATANMSHTS T IWHO, TUIOOEAT T NA T ULTING T d6CAAE. COHSiABTAveT
progresso fol alcangado na busca de uma vacina contra a maldrias,
rtodavia, estima-se gue uma vacina efetiva no controle da doenca,
somente esteja disponivel nos préximos 7 a 15 anos (LUCIRIO,
1997; WHO, 199%98a).

Até o momento, a melhor alternativa para o tratamento da

malaria, causada pelo P.falciparum, é a utilizacloc dos derivados



semi-sintéticos da artemisinina {arteméter e artesunato de sédio
- fig. 2), um produtc natural extraide da planta Artemisia annua
L., gue demonstra comprovada eficacia no controle das cepas de

P.falciparum resistentes &s multiplas drogas, além de apresentar

pouco ou nenhum efeito colateral (KLAYMAN, 1985; WHOQ, 199%8a).

o

CCHCH,COON2
(8]
ARTEMISININA ARTEMETER ARTESUNATC DE SODIO
(QINGEAOSD)

FIGURA 2. Artemisinina e alguns de seus derivados semi-gsintéticos

antimalarices.

A A.annua € utilizada hé& séculos na medicina tradicional

'chiﬁésa; paré I trétéméﬁtéudé”fééie e n@lérié IKLAYMA&,'1985;"”W'

SIMON et al., 1890). Em 1971, quimicos chineses isolaram das
folhas das plantas, a substlncia reputada pela acdoc medicinal.
Este composto do metabolismo secundario vegetal, chamado
artemisinina ou ginghaosu (em chinés: su = de extratoc e ging hau

= erva verde), € uma lactona sesquiterpénica gue possui um grupo

endoperdxido-1l,2,4-trioxano e, diferentemente de outros
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i.2. & PLANTAE Artemisiz annua L.

A Py R A .
pertencente a famlilla Asteraceae, c¢om hibito de crescimerto
determinade € alturz v

JRANICK, 198¢€a}. A plant

Lmente por fecundagio

B i d A
cruzada e multiplica-se propagar-se

vegetativamente (MAGALHAES, 1956 .

A3 2R

cultivade ne CPOBA/UNICAMP.



A.annua demonstra sensibilidade ao comprimentc do dia e
floresce aproximadamente duas semanas apds ser submetida zo
fotoperiodo indutivo {critico). A literatura apresenta diferentes
fotoperiodos criticos para induzir a floracéo: 11 horas
(MAGALHAES, 1996); 11.5 horas (FERREIRA et al., 1995) e 12 a 14
horas {(GELDRE et al., 1897).

A.annua ocorre naturalmente como parte da vegetacdo das
planicies ao norte das provincias de Chadar e Suiyuan (40° N e
1O9GE), na China, entre 1000 e 1500 metres de altitude. Além da
Asia, atualmente a planta € cultivada em muitos outros paises
(Iugoslavia, Hungria, Bulgéria, Roménia, Turguia, Rissia,
Argentina, Itédlia, Franca, Espanha e Brasil), n&c s comc fonte
de artemisinina, mas também comc fonte de dleg essencial
(MAGALHAES, 1996; GELDRE et al., 1997). DUKE et al. (1987), CHEN
& LEATHER (1990} e BAGCHI et al. (1998), relatam haver enceontrado
atividade herbicida para a molécula de artemisinina. No Brasil, a

introducdo da A.annua ocorreu em 1987, por pesquisadores do

CCPGBA/UNICAHMP {FIGUEIRRA, IS990 ARtuglmente, atravey "deselsecas
para aumentar a fitomassa e ¢ teor de értemisinina, 0 programa de
melhoramento de A.annua do CPQRBA/UNICAMP conta com gendtipos
selecionades (hibridos) gque chegam a preduzir 25 kg/ha da
molécula, engquanto gue nas populagdes base, o rendimento & apenas

de 5 kg/ha {MAGALHAES et al., 1997).



Ha controvérsias na literatura scbre gual a fase fenoldgica
da planta em gue ocorre maior acumule de artemisinina. Alguns
autores afirmam gue o maior actmulo da molécula ccorre na fase de
pré~floracéo (ACTON et al., 1985; LIERSCH et al., 15886;
WOERDENBAG et al., 199%1), enguanto outros reportam que o pico
ocorre durante a florac8o (PRAS et al., 1991; MORARLES et al.,
1983; FERREIRA, 1984; LAUGHLIN, 1995; FERREIRA & JANICK, 19%6a).
Segunde  MCRALES et ai. (1993) a concentragcdo méxima de

rtemisinina aparenta estar mais diretamente relacicnada com o
fotoperiodo especifico, do que com o estadio especifico de
desenvolvimento da planta.

Com relacdc a distribuicic da artemisinina na planta, a
parte aérea, principalmente folhas e inflorescéncias, apresenta
as maiocres concentracdes de artemisinina, com baizas
concentragdes nos talos e nenhuma artemisinina na raiz e pdélen. O
conteddo da molécula é de 4 a 11 vezes maior nas inflorescéncias
que nas folhas (FERREIRA & JANICK, 19%6a;. Em pré-floracdo,

CHARLES et -al. {1990} encontraram 8%

L

9% da artemisinina total da
planta nas folhas, estando os 11,1% restantes presentes nas gemas
filorzis.

Segundc FERREIRA (19%4), os tricomas gilandulares gue ocorrem

nas folhas, colmos e flores s3c os provaveis sitios de acumulagdo

de artemisinina em &4.annua.



1.3. BIOSSINTESE DE ARTEMISININA.

Embora a via de bilossintese da artemisinina e de alguns de
seus precursores nac tenha sido completamente estabelecidas,
alguns passos de sua bio-transformagdo tém sido elucidados. Os
sesquiterpenos sdc formados pela condensagdo do isopentenil-
pirofosfato (IPP) com o geranil-pirofosfatc (GPP), originando o
farnesil-pirofosfato (FPP) (MANN, 1987; MCGARVEY & CROTEAU, 1995;
DEY & EARBORNE, 1997, que & um dos precursores iniciais na via
de Dbiossintese da artemisinina (AKHILA et al., 1987). Estes
aurores, usando 4acido mevalénico marcado (PH/T'C) em seu
experimento, consideraram artenuina B como o precurscor imediato
da artemisinina e propuseram a seguinte segiiéncia biossintética:

farnesil-pirofosfato -» germacrano —» diidrocostunolideo >

cadinanolidec —» artenuina B — artemisinina. AKHILA et al.(19%0),

usande acido mevaldnico marcade (*H/'*C), propuseram que o acido

artemisininico é sintetizado a partir da ciclizagéo do IPP , mas

n&o é.réconﬁééem c§m5 précurébi da afﬁeﬁisininé;.Todavia,'dutfds
autores consideram o Acido artemisininico como um possivel
precursor biogenético para ambas, artenuina B (EL-FERALY et al.,
1986; SANGWAN et al., 1993) e artemisinina (EL-FERALY et al.,
1989), seqgiiencialmente ou independentemente., Um resumo das
distintas vias de biossintese propostas para artemisinina &

mostrado na fig. 5.
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FIGURA 5. Vias de Dbiossintese propostas para artemisinina. 1

(AKHILA et al., 1987); 2 (AKHILA et al., 1987; SANGWAN et al.,

1983);

et al.,

3

{AKHILA et al., 1990); 4a (EL-FERALY et al., 1986; JUNG

15%0); 4b (EL~FERALY et al., 1986; JUNG et al., 18%90;

SANGWAN et ai., 1893;.
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1.4. OBJETIVO GERAL

Cconsiderande gue a artemisining e seus derivados, até o
momento, s&c a melhor alternativa para o tratamento da malaria, e
gque a sintese guimica da artemisinina € complexa, apresentando
baixos rendimentcos e altos custos, o que justifica seu isolamento
a partir da planta A.annua, entende-se como necessarioc, observar
o comportamento fisioldgico desta espécie perante distintas
condicdes ambientails, inclusive sob estresses, para gerar
informacdes gue possam otimizar a produgdo de fitomassa e dos
reores de artemisinina em A.annua.

Portanto, © objetivo principal deste trabalho foi verificar
a influéncia de fatores abidticos -~ deficiéncia hidrica e
temperatura - no acumulo de artemisinina e na produgdc de
fitomassa em A.annua.

Também, foram comparadas as técnicas de cromatografia
ligquida de alta eficiéncia com detecgfo no ultravicleta versus a
.ﬁécﬁidé”. ¢}6ﬁatbg£afia'““éﬁ""ééﬁédapu'&éigédaun'édmﬂ'”défééééd”
forodensitométrica, para verificar as‘vantagens e inconvenientes

de cada técnica na quantificacdo de artemisinina.

11



cAPETULO I - DOSAGEM DE ARTEMISININA EM Artemisia annua L. —
COMPARACAO DA TECNICA CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA COM
DETECCAC FOTODENSITOMETRICA versus CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA

EFICIENCIA COM DETECCAO NO ULTRAVIOLETA

1. INTRODUGAO

Anilises de rotina, ou experimentos gue necessitem estimar o
teor de artemisinina (fig. 1) em grandes gquantidades de amostras
provenientes de A.annua, exigem um método analitice gque alie
precisdo suficiente & rapidez na sua execucdc (DELABAYS, 1897).
outro fator a considerar, é gue o método deve oferecer a
possibilidade da deteccdo simulténea de outros sesquiterpenocs,
como © acido artemisininico (fig. 1) (WOERDENBAG et al., 1991;

DELARBAYS, 1987, gue ¢é o mais abundante Dbioprecursor da

artemisinina e tem sidc usado na sintese gquimica parcial da mesma

(ROTH & ACTON, 1983, citados por GELDRE et al., 198%7; WOERDENBAG

et al., 1991).

variocs autores afirmam gque a anadlise de artemisinina &
dificultada devido & inexisténcia de croméforos (ZERAD & ZENG,
1986; ELSOHLY et al., 1987; WOERDENBAG et al., 18%91; JAZIRI et
al., 1993; DELABAYS, 1997} e de grupos funcionais na meclécula

(JAZIRI et al., 1993: GELDRE et al., 1997). Outra desvantagem, &

13



gque varios compostos do extrato bruto de A.annua interferem na
sua deteccgdo (ELSOHLY et al., 1987; CHARLES et al., 1950; GELDRE
et al., 1987). Estudocs scbre a estabilidade térmica da molécula
demonstram que ela apresenta alta estabilidade guando aquecida em
solventes neutrocs até 150 °C, ou aquecide até 50 °C acima de seu
ponto de fusdo (156-157 °C), vpelo tempo de 2,5 minutos.
Entretanto, outros compostos origindrios da degradacdo da
molécula sdo detectados quando este agquecimento se estende além
de 3,5 minutos (LIN et al., 1985). A artemisinina tem sido
descrita como sendo sensivel a tratamento acido ou basico (ZENG

et al., 1983}, degradando-se rapidamente.

ARTEMISININA R -~aCH, ACIDO ARTEMISININICO ARTENUINA B
ARTEMISITENC R ==CH,

FIGURA 1. Artemisinina e alguns de seu bioprecursores.

Diversos métodes analiticos tém sido descritos na literatura
para a determinacado do teor de artemisinina e outras lactonas

sesquiterpénicas em A.annua. Métodos considerados

14



semiguantitativos, como a cromatografia em camada delgada, com
guantificacgdc por fotodensitometria - CCD/DT (BRYSCN & CROOM,
1991; DELABAYS et al., 19%4; GUPTA et al., 1996; MAGALHAES, 19%6;
DELARAYS, 1997; SARTORATTO et al., 1997; FIGUEIRA & SARTORATTO,
1997; MAGALHAES et al., 1997; MARCHESE et al., 1998) e CCD com
leitura visual {(PRAS et al., 1991; FOGLIO, 1996; MAGALHAES,
1926), s530 utilizados. Cutros métodos mais sensiveis e
especificos envolvem a cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detector eletrogquimico — CLAE/EQ {ACTON et al., 1985; CHARLES

et al., 1990; DELABAYS et al., 19%4; FERREIRA, 1994; FERREIRA et

al., 18%4; FERREIRA & JANICEK, 19%¢h; DELABAYS, 1897y a
cromatografia liguida de alta eficiéncia comn detector
ultraviocleta - CLAE/UV sem derivatizacgdo da artemisinina (ELHAG

et al., 1992): a CLAE/UV com derivatizacgdo pré-coluna (ZHAO &
ZENG, 1986; LIERSCH et al., 1886; PRAS et al., 1991; DELABAYS,
1997; MARCHESE et al., 19¢8); a CLAE/UV com derivatizagio pds-
coluna (ELSOHLY et al., 1987); a cromatografia gasosa - CG
(STPAHIMALANI et al., 1991) e a cromatografia gasosa combinada
com espectrbémetro de massa — CG/EM tWOERDENBAG et al., 1991;
FERREIRA et al., 19%24). Algumas técnicas imunoldgicas também s&0
descritas (JAZIRI et al., 1993; FERREIRA & JANICK, 1996b).

A CG é pouco utilizada para gquantificar artemisinina, devido

a instabilidade térmica da molécula (SIPAHIMALANI et al., 1991;

FOGLIO, 1996; DELABAYS, 1987), causada, provavelmente, pela
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natureza instavel do seu grupo endoperéxido (WOERDENBAG et al.,
1581; GELDRE et al., 1997). Entretanto, SIPAHIMALANI ef a].
(1991) descrevem o uso de CG como um método simples e rapido, com
sensibilidade de até 100 ng, onde a deteccdo e a determinacgdoc de
artemisinina € indireta e estd baseada na relagdo linear obtida
entre a concentracdc de artemisinina e as respectivas &areas dos
picos de cada um dos seus dois produtos degradados termicamente
(A e B). A artenulna-B (fig. 1}, porém, apresenta © mesmo tempo
de retencdo que A nas condicdes do metodo, © que determina o uso
da relagdc linear do composto B, somente, para quantificar
indiretamente a artemisinina. WOERDENBAG et al. (1881} descrevem
a utilizacé&o da CG, agregada ao uso combinado da CG/EM, que
permite &a determinacidc simulténea de artemisinina e alguns de
seus ‘precursores. Entretantc, o métcdo nidoc permite a dosagem
simulténea do acido artemisininico.

Devido a auséncia de croméforos na molécula de artemisinina,
CLAE/EQ €& a técnica mais adequada. A sensibilidade do método é
alta, permitindc detectar a artemisinina .d.ir.et.é.rrﬁé.ﬁte., até .v;él.oreé
de 3 ng (ACTON et al., 1985; CHARLES et al., 19890). Segundo ACTON
et al. (1885), nc método CLAE/EQ, o grupo endoperdxide da
molécula sofre reducdo eletroquimica. O método usa EDTA na fase
mével e um eletrodo de ouro/merciirio altamente seletivo para
artemisinina. CHARLES et al. {1980) ©propuseram um método

alternativeo ao de ACTON et a1, {1985), usando um eletrodec de
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carbono cristalino, sem EDTA na fase mével, tornando o método
mais rapido e conferindo um tempo maior de estabilizagdo gque o do
eletrodo de ouro/mercirio. Posteriormente, FERREIRA et al. (1594)
promoveram alteragdes no método proposto por CHARLES et al.
(1990), deixandec-o mais rapido e eficiente. CLAE/EQ, porém, é
considerado um métode demorade guande hé necessidade de se
realizar um grande namero de andalises em curto espaco de tempo
(WOERDENBAG et al., 1991; ELHAG et al., 1992; DELABAYS, 1897}).
outro fator a considerar ¢ gue o detector eletroguimico exige um
sistema totalmente isento de oxigénio, pois o oxigénic molecular
& reduzido no mesmo potencial catédico da artemisinina (-0,8 a -
0,9 vy, conferindo um grau de dificuldade para estabilizar o
detector (FOGLIO, 1996; DELABAYS, 1997; GELDRE et al., 1897).
Outros compostos andlogos & artemisinina, produzidos naturalmente
por A.annua, poden interferir na sua deteccdoc, como € o caso do
artemisiteno (fig. 1) (FERREIRA et al., 1994).

Analises imunoquantitativas Também sdo descritas na
literatura, com resultados demenstrando alta sensibilidade, de
0,4 ng/ml (JRZIRI et al., 1893) e 1,5 ng/ml (FERREIRA & JANICK,
1996b}. As vantagens dos imunoensalos sdo & rapidez e a
sensibilidade, permitindo realizar um grande numero de analises e
detectar artemisinina e compostos relativos em tecidos gue
apresentem baixas concentracdes destes. A grande desvantagem da

imunoguantificagdo é a falta de seletividade, uma vez que além da
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artemisinina, o artemisitenc também apresenta o grupc
endoperdxido, que reage com anticorpo, superestimando o teor de
artemisinina (JRAZIRI et al., 1993; FERREIRA & JANICK, 18%6b).

A CLAE/UV esta entre as técnicas mais comumente usadas para
andlises <fitoquimicas (DELABAYS, 1997). ELHAG er al. (1992),
descrevem técnica usando CLAE/UV com deteccdo em A = 216 nm,
métode que consideram simples, rapido, sensivel e seletivo para
determinar artemisinina e compostos relativos. No entanto, a
artemisinina apresenta pouca absorbiancia na regido ultravioleta
do espectro eletromagnético, devido & caréncia de cromdforos na
melécula qgue permitam uma deteccdo adequada (ZHAQ & ZENG, 1986;
ELSOHLY et al., 1987; WOERDENBAG et al., 1991; JAZIRT et al.,
1893; DELABAYS, 1997), além da auséncia de grupos funcionais para
uma derivatizacgdo direta (JAZIRI et al., 1993; GELDRE et al.,
1897). Outra desvantagem, € qgue muitos compostos presentes em
extratos de A.annua também absorvem entre 210 e 220 nm,
okbliterando completamente o pico da artemisinina (ELSOHLY et al.,
1987; CHARLES et al., 1990; FERREIRA et al., 1994). Uma reacéo
guimica da melécula de artemisinina, visando a sua modificacédc
estrutural para um composto espectrometricamente ative se faz
necessaria. Para tal, ZHAC & ZENG (1986), usando CLAE/UV,
descrevem um tratamento pré-coluna para artemisinina comn soclucéo
alcalina, transformando-a em um composto denominado Q292, gue é

instavel e este, por sua vez, através de tratamento acide, £
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rearranjado para um produto estavel, gue absorve muito bem em 260
nm, o gual foi denominado de Q260 (fig. 2}. Segundo DELABAYS
(1887), citando ZHRO (1987, este método apresenta uma
sensibilidade elevada, proéxima a 2,5 ng/ml. Paralelamente, a
dosagem simulténea deo acide artemisininico é possivel, bem como,
a automatizacdoc do métcodo (DELABAYS, 1997). Todavia, CHARLES et
al. (1990) consideram gue o rearranjc da artemisinina para um
produto gue absorve em 260 nm também ndo & satisfatdério, porque
outros compostos presentes no extrato da planta também podem
absorver neste comprimento de onda. ELSOHLY et al. (1987}
descrevem um método CLAE/UV, com transformagdc pds-coluna da
artemisinina para Q292, gue & detectado diretamente, apresentando

uma sensibilidade de até 25 ng.

ARTEMISININA Q2 Q260

PIGURA 2. Conversdo de artemisinina em Q260, segundc ZHAC & ZENG

(1986) .
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A técnica CChD & considerada, por muitos autores,
reprodutivel, rapida e barata (FOGLIO, 1996; GUPTA et al., 1996;
DELABAYS, 1997; SARTCRATIC et al., 1997), onde é permitideo dosar
varias amostras em uma mesma corrida, além de possibilitar a
andlise simultadnea de artemisinina e 4&cido artemisininico
(WOERDENBAG et al., 1891; FOGLIO, 1996). PRAS et al. {lesi)
comparando CLAE-UV e CCD com leitura visual, encontraram uma bosz
correlacdc entre as duas técnicas, Fjustificando gque a CCD pode
ser utilizada em trabalhos de selecZo de plantas ricas em
artemisinina, com grande quantidade de amostras, possibilitando
obter uma idéia glokal da Percentagem de artemisinina naguelas.
GUPTA et al. (1996), comparando CCD/DT com CLAE/UV e DELARAYS
(1997}, comparando CCD/DT com CLAE/UV e CLAE/EQ, encontraram boas
correlagdes entre CCD/DT e os métodos CLAE, utilizando CCD/DT com
sucesso na analise de grande ntmerc de amostras de plantas, em
experimentcs de melhoramento de A.annua.

Entretanto, DELABAYS et al. (1994), comparando CCD/DT com
CLAE/EQ, encontraram diferenca nos resultados de ambas as
técnicas, com CCD/DT apresentando teores em média 209 (minimo de
16% e maximo de 28%) inferiores a CLAE/EQ. Segunde os autores, a
explicagdo para tais desvios deve-se aos diferentes modos de
extracdo das técnicas. CHARLES et al. (1980); FERREIRA (1994);
GELDRE et al. {1987) n8o consideram o método CCD suficientemente

sensivel e precisc para qguantificar artemisinina, devide a pouca
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quantidade da molécula ser encontrada na forma intacta nos
extratos da planta de A.annua, além de ndo ser possivel evitar a
interferéncia de outros compostos constituintes, presentes nos
mesmos extratos. Outra desvantagem, gque a andlise guantitativa de
substancias através da CCD/DT demonstra, é o fato de compostos
incoclores, ao serem revelados, apresentarem distribuigdc desigual
da mancha ou ma resolugdoc (WOERDENBAG et al., 199%i; LOPES, 1995},
em funcdoc da guantidade de revelador utilizado, aquecimento ou
wolatilizacdo da amostra (LOPES, 19985). Por ocutro lado, DELABAYS
(1997), afirma gue os autores gue consideram a técnica CCD pouco
adaptada para analises quantitativas de artemisinina, obtiveram
suas conclusdes a partir de resultados de analises de plantas
pobres em artemisinina, aproximadamente 0,1% nas folhas, quandc a
precisdo suficiente somente €& encontrada com teores de no minimo

de 0,25%, sendc ¢ teor Otimo o© que vem proximo ou superior a

Em CCD/DT, os cromatogramas sdo escaneados mancha por mancha

densitometricamente e avaliados por comparagdc da altura dos
picos ou area dos picos dos padrées‘ com os das amcstras. As
medidas sdo feitas na regido da luz visivel cu do UV - dependendo
das propriedades das substadncias - geralmente em um comprimento
de onda no qual as substéncias a serem determinadas apresentem ©
maxime de absorcdc ou fluorescéncia. A absorgio & medida

normalimente no modo reflecténcia. Substéncias coloridas ou
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fluorescentes também podem ser medidas no mode transmitdncia,

embora isto normalmente nidc apresente nenhuma vantagem sobre o

modo reflecténcia (BAUER et al., 1891y .
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2. OBJETIVOS

Verificar as vantagens & inconvenientes da técnica
cromatografia em camada delgada com detecgdo fotodensitométrica,
comparando-a com a técnica cromatografia liquida de alta
eficiéncia com deteccdo no ultravioleta, usadas em andlises

gquantitativas de artemisinina em Artemisia annua L..
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL VEGETAL ¥ REAGENTES UTILIZADOS

Como material vegetal, foi utilizado o hibrido de A.annua
CPOBA 2/39x1V, dque apresenta altos teores de artemisinina
(MAGRLHAES et al., 1997), o que é& recomendadc para anédlises em
CCD/DT (DELABAYS, 1997). PFolhas de nove repeticdes de cada
tratamento (11/20 °C e 18/28 ° C), provenientes do experimento que
comparou © efeito de duas amplitudes térmicas na producdo de
artemisinina em A.annua (capitulo II, item 3.2.), foram
utilizadas nas anidlises para comparar o© método CCD/DT  com
CLAE/UV. As plantas foram cultivadas em camara de crescimento
CONVIRON CMP 4030, colhidas no ESTADIO B {(DELABAYS, 1997) e secas
em estufa com circulagdo de ar a uma temperatura de 34 °C + 1 °C
durante 48 horas. Posteriormente, as folhas foram separadas dos
talos e finamente moidas, em moinho de <facas com malha 40.
Durante a moagem, juntamente as folhas, foi adicionado gele seco.

Os cristals de artemisinina utilizados nas analises foram
purificados no Laboratdérioc de Sintese Quimica do CPQBA {ponto de
fusdo obtido = 154-155 °C). Todos os reagentes utilizados foram
de grau analitico. Em CLAE/UV, foram utilizadas acetofenona e

acetonitrila grau CLAE.
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Para «comparar CCD/DT com CLAE/UV foram calculadas as
correlacdes entre as duplicatas das repeticdes dentro de cada
métodec e entre os métodos, além do teste t de Student comparando
as repeticdes de cada método. Também, foram determinados os

coeficientes de correlacdo dos padrdes dos métodos.
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3.2. ANALISE POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

Esta andalise baseou~se no método descrito por DELABAYS
(1997). Para cada amostra, 100 mg de folhas finamente moidas
foram extraidas em 5 ml de tolueno, em ultra-dispersor

POLYTRON/PT2000, por 30 segundos a 20.000 RDM. Posteriormente, o
extrato foi centrifugado durante 6 minutos a 3200 g.

Com uma microseringa, 3 ulL de cada extrato foram apiicados
sobre uma placa de silica-gel 60 Fz5:. (MERCK art. 1.05554). Cada
placa recebeu 4 diferentes concentracdes de artemisinina pura ou
padride (1,5; 2,0; 2,5 e 3,0 UL de uma solugdo contendo 0,25
ug/pL) ao centro, mais 4 aplicacdes laterais, em duplicata, das
amostras (fig. 3}. As placas do ensaio foram eluidas em cuba de
vidro previamente saturada com uma mistura de clorcfdérmic:metanocl
(88:2). Para a revelacdo, uma solugdo contendo 50 ml de &cido
acético glacial, 0,5 ml de anisaldeido e 1,0 ml &cido sulfirico
concentrado, foi borrifada sobre as placas. Posteriormente, cada
placa foi colocada em uma estufa a 110 °C durante 5 minutos.

Em seguida, para quantificar a artemisinina, usou-se um
fotodensitémetro PHARMACIA BIOTHECH/IMAGE MASTER 1B, onde as
placas cu cromatogramas foram escaneados fotodensitometricamente
mancha por mancha e avaliados por comparacdo da area dos picos

dos padrdes com os das amostras (fig. 4). As medicdes foram

26



feitas na regido da luz visivel & a absorcdc fol medida no modo

FIGURA 3. Imagem de uma cromatoplaca analisada
fotodensitométricamente pelo programa IMAGE MASTER 1D da
PHARMACIA BICTHECH, detectando entre as linhas vermelhas manchas
referentes & artemisinina. Ao centro, 4 manchas relativas aos
padrdes de artemisinina, e nas laterels, 4 manchas em duplicata

relativas as amostras.
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2.3. ANALISE POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

A gquantificacdo de artemisinina por CLAE/UV foi conduzida de
acordo com ¢ método proposto por ZHAD & ZHENG (1986), com algumas
adaptacdes. Este método utiliza inicialmente um tratamento pré-
coluna da artemisinina, com solucdo alcalina, para a produgdc do
compostc 292, que ¢ transformade em meio acido para Q260, este
tltime perfeitamente detectavel em UV (fig. 2).

Aproximadamente 100 m¢ de folhas finamente moidas foram
extraidas com 5 ml de solugdo de extracdo contendo acetconitrila,
mais 0,5 mg/ml de acetcfenona, usada come padrdo interno. 2
extracdc foi feita em um ultra-dispersor marca POLYTRON/PT200C
por 30 segundcs a 20.000 RPM, seguida de uma centrifugacgac a 3200
g por 6 minutos. Para a derivatizacdo da artemisinina (fig. 2},
foram adicionadas em um tubc de reacgdo, aliguotas (em duplicata)
de 1,0 ml de cada extrato, 1,0 ml de EtOH 95% e 4,0 ml de solucao

aguosa de NaOH 0,2%. Os tubos foram fechados com tampas de

porracha e a mistura foil aquecida a 40 °C durante exatos 15
minutos (com agitagdc magnética), para depols ser rapidamente
resfriada em banho de gelo e neutralizada com a adig¢do de 4 ml de
adcide acétice 0,1 M. Para a derivatizagdo dos padrdes de
artemisinina, substituiu-se 1,0 ml de EtOH 95% por 1 ml da
solugao de extragdo. Trés diferentes concentracdes de

artemisinina foram utilizadas como padrdo, respectivamente, 0,04;
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0,2 e 1,0 myg de artemisinina por ml de EtOH 95%. 0O teor de
artemisinina foi avaliado por comparagac da area dos picos dos
padrdes com 05 das amostras. Anteriormente a injecdc, a mistura

foi filtrada em filtro WATERS GVWP 0,2 um.

O eguipamentc utilizado para dosar o Q260 por CLRE/UV,
constituiu-se de um cromatdégrafo WATERS modelo M-45 de pistido
simples, com injec¢doc manual e um compartimentce de aquecimento

para a coluna, onde a temperatura foi mantida a 47 °C. &

separagdo foi efetuada em uma coluna WATERS/NOVA-PAXR® Cl8/4um/3, 29
®x 150 mm. Como fase mével, foi utilizada uma sclucdo de tampio
fosfato 10 mM mais acetonitrila, numa preoporgidc de 80:20, com uma
vaz8c de 1,0 ml/minuto, Nestas condigdes, o tempo de retencgéo
para Q260 fol de aproximadamente 23 minutes e para o padrio
interno acetofencona de aproximadamente 8,5 minutos (fig. 5). 0O
tempec necessaric para a anélise de cada amostra, foi de
aproximadamente 50 minutos, J& que apds a detecgio de Q260 e
acetofenona, ¢ fluxo da fase mével era mantido por ma:.ismé_(_}_mlilr;,_
Hii.mp.é”ndo”a .C.o.luha. g.aara. a .an.éilise subsequente. A deteccdo foi
feita no modo absorbincia, em um comprimento de onda de 260nm,
atraves de um detector WATERS/LANBDA MAX - 481. O volume de

amostra injetado foi de 10ul.
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31



4. RESULTADOS E DISCUSSEO

Os coeficlentes de correlacdo (R?) encontrados para o©s
padrdes de artemisinina em CCD/DT variaram entre 0,300 (fig. 6}
e 0,988, sendc em média superiores a 0,850. Todavia, os
coeficientes de correlagdo para CCD/DT, quandc comparados aos
encontrados para CLAE/UV, R® = 0,999 (fig. 7), foram menores e
apresentaram malor variagdo. Durante a execucio do método
CCD/DT, foi comum encontrar pontos localizados fora da reta,
obrigando a reconfecgdc da cromatoplaca. Isto, provavelmente, &
decorrente do fatoc de compostos incolores como artemisinina, ao
serem revelados, apresentarem distribuicio desigual da mancha ou
ma resolugdc, ou ainda, em funcio da gquantidade do revelador
utilizado, agquecimento ou volatilizacde da amostra durante a

aplicacgdc (WOERDENBAG et zl., 1991; LOPES, 1995).

y = 72099x
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FIGURA 6. Curva padrdo para andlise de artemisinina por CCD/DT.
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FIGURA 7. Curva padrio para analise do derivado da artemisinina

- 0620 por CLAE/UV.

Além de curvas padrio, a precisdo da técnica CCD/DT foi
verificada efetuando-se aplicacdes em duplicatas de um mesmo
extrato/amostra de A.annua, em uma Unica cromatoplaca (fig. 3.
Apds a quantificagidc fotodensitométrica, os resultados das
duplicatas foram comparados, determinando-se © coeficiente de
correlagdo (R®} existente entre os mesmos. A mesma operagdo

também foi feita para CLAE/UV. Para ambos ©s métodos foram

encontradas correlagdes prdximas, % = (,748 para CCD/DT e R® =
0,622 para CLARE/UV, como podemos verificar nas figuras 8 e 9. A
correlacido similar observada entre os métodos CCD/DT e CLAE/UV,
possivelmente, deve-se ao fato de que as duplicatas de cada
amostra em CCD/DT foram sempre aplicadas em uma mesma placa,

diminuindo possivels erros.
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guando os dols m&todos foram comparados, observou-se um R =

0,199, evidenciando uma baixa correlagdo entr
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conforme pode-se observar na tabela 1, a CCD/DT apresentou

nas amostras analisadas, maicr variagdc - noes teores de

artemisinina que a CLAE/UV, registrando um coeficiente de
variacdo (C.V.) de 182% para ¢ tratamento 11/20 °C. © coeficiente
de variacdo da uma idéia da precisidc do método, e,
provavelmente, face a variacdo encontrada para CCD/DT, ndo foram

detectadas diferencas significativas para o teor de artemisinina

] n

entre os tratamentos (11/20 °C e 18/28 °C). J& para CLAE/UV os

tratamentes diferiram significativamente.



TABELA 1. Teores de artemisinina, expressos em percentagem da
massa seca de folhas de plantas de A.annua, submetidas a2 duas

amplitudes térmicas de cultivo e analisadas por CLAE/UV e

CCD/DT.
CLAE/UV CCD/DT
amplitudes R260° ¢.v.? | artemisininal c.v.? variacdo % em
térmicas (mg.g™) % (mg.g™) % relagdoc a CLAR/OV
11/20 °C 5,3 11 8,5 18 + 34,9
18/28 °C T,8%*%% 13 9,9 12 + 26,9
i

1 Média de 098 repeticdes.
2 C.V.: coeficiente de variacio.

*x% Zignificative (p £ 0,003} pelo teste + de Student.

Ainda na tabela 1, verificamos que o método CCD/DT
apresentou teores de artemisinina superiores agqueles encontrados
para CLRE/UV, aumentande em 34,9% para 11/20 °C e 26,9% para
18/28 "C. Isso devese, provavelmente, & interfersncia de outros
compostos presentes no extrato de A.annua (CHARLES et al., 1990;
FERREIRA, 1994; GELDRE et al., 1957}, Levando a uma
superestimacde dos teores de artemisinina. Esses resultados
contrariam 08 encontrados por DELABAYS ef al. (19384};, que
sugerem uma produgdc de artemisina 20% menor por CCD/DT, guando

comparada com CLAE/EQ.
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Essas diferen¢as podem sexr atribuidas as diversas operacgdes
manuais exigildas pelo método CCD/DT durante sua realizacdo, as
guais podem gerar diferengas nas leituras, principalmente guando
todas as repetic¢des n&c cabem em uma mesma cromatoplaca. Face a
iste, algumas consideracdes devem ser feitas: 1 - para este
experimento, as aplicacles das amostras e padrdes nas
cromatoplacas foram feltas manualmente com uma microseringa.
Dependendo do tempo levado na aplicagdo, o solvente da extracgéo
pode evaporar e parte da amostra secar na ponta da agulha da
micreoseringa. 2 - durante a revelacdo, o revelador & borrifado
manualmente na cromatoplaca e a quantidade distribuida pode ser
desigual entre placas diferentes ou até mesmo em uma 4unica
placa, interferindc na gquantidade de artemisinina detectada na
fotodensitometria.

Face as consideragfes acima, € provavel gue as operagdes

manuais exigidas para © método CCD/DT, contribuiram para

diminuir a precisido do mesmo.




5. CONCLUSOES

A técnica de cromatografia em camada delgada com deteccéo
fotodensitométrica, n3o apresentou o grau de seletividade =
sensibilidade necessirios para considerd-la um método de andlise
quantitativo. J&, a técnica de cromatografia liguida de alta
eficiéncia com deteccdo no ultravioleta foi o método mais

seletivo e sensivel para anilises quantitativas de artemisinina.
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CcAPITULO II — FATORES ABIOTICOS ASSOCIADOS A PRODUCAO DE

ARTEMISININA EM Artemisia annua L.

1. INTRODUCAC

A histdria da evolugdo das plantas superiores é de
constante adaptagdo aos estresses do ambiente e a pressio de
herbivores. Contudo, a despeito destas adversidades, raramente
encontra-se um habitat no mundo onde nenhuma planta possa ser
encontrada. Estas plantas tém sobrevivido gracas a sua enorme
flexibilidade para adaptar—se a conciches distintas de
crescimento oferecidas pela diversidade de ambientes existentes
no planeta. As plantas podem adaptar-se através de alteracdes
morfoldgicas, alteracdes fisioldgicas ou mudancas biogquimicas.
Nos Ultimos anos, tem-se cbservado um aumento ne interesse em

compreender o modo pelec qual as plantas se adaptam

bioguimicamente acs ambientes adversos. Adaptacdes bioguimicas
podem envolver tanto o metabolismo primario, gquantc o metabolismo
secundéric das plantas (DEY & HARBORNE, 1997). Portanto, a
concentragdc de metabdlitos secundarios pode aumentar como
resultado de estresses ambientais (HARBCRNE, 18%3; DEY &
HARBORNE, 19%7}.

Dentre oS estresses estudados, causades por ambientes

adversos, que interferem na produgdc de metabdlitos secundarios,
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podemos citar o estresse hidrico, a radiacdc ultravicleta, a
deficiéncia nutricional, a salinidade, os metais pesados, os
extremos de temperatura, atagues de insetos e patdgenos, e danos
mecdnicos (GERSHENZON, 1984; MANN, 1987; HARBORNE, 1993; DIXON &
PAIVA, 1995; DEY & HARBORNE, 1897},

Segundo HERMS & MATTSON (1992) as plantas supericres podem
ser consideradas como uma cadeia integrada de sistemas celulares
crganizados em subunidades morfologicamente especializadas
(mbédulecs), entre os quais a distribuicdo dos recursos é regulada
através de uma complexa relacao fonte/dreno. Estes médulos sido
repetidas unidades multicelulares origindrias de simples
meristemas, que combinados, formam niveis superiocres de
organizagdo como raizes, ramos e folhas, até formarem uma planta
inteira. Os mdédulos dentro de uma planta s&c semi-auténomos,
sendo que a translocagdo de recursos dentro deles pode ser
restrita.

As plantas exportam carbonc de fontes (folhas e Orgdcs de
armazenamento) para drenos (meristemas ativos e g;ﬁiqsnuﬁe_m
.écﬁﬁﬁiéééé &é”£é§é£§ééf;”ﬁ$.55éno forte & produto do seu tamanho
e atividade metabdlica, e meristemas gque crescem ativamente sdo
fortes drenos de fotcassimilados. Grande atividade meristemética
requer extenso suprimento de &gua e nutrientes direcionados a
expansdo e divisd3c celular. Por isso, drenos fortes sac funcido da
disponibilidade de recursos. A forca da fonte & funcdc da

disponibilidade de carbono para exportacéo. Quando a
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disponibilidade de recursocs {luz, A&agua e nutrientes) & muito
limitada, occrre uma redugdo na fotossintese & no crescimento.
Quando ©s recursos disponiveis para as plantas s30 rmuito
escassos, & respiracdo de manutencdo e processos do metabolismo
primario recebem prioridade no uso do carbono disponivel (HERMS &
MATTSON, 1992).

A forma exata da alocacgdc de recurses entre crescimento e
metabolismo secundaric, todavia, ainda ndo foi estabelecida para
nenhuma espéclie vegetal. Entretanto, a teoria fonte/dreno, sugere
uma relac¢do ndc linear entre taxa de crescimentc e metabolismo
secundario, conforme podemos visualizar na fig., 1 (HERMS &

MATTSON, 1992).

asgimilacao
liguida

- taxa de
crescimento
relativo

metabholismn
secundario

BRAIX®R e DISPOHIBILTDADE DE RECURSOS ety RLTH

FIGURA 1. Taxa de assimilacdo ligquida, taxa de crescimento
relativo e metabolismc secundério, em respostaz a mudancgas na

disponibilidade de recurscs (HERMS & MATTSON, 1862).
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Quando as condig¢des ambientais sio favoraveis, o crescimento
vegetativo geralmente recebe recursos prioritariamente, em
detrimentc de  metabolismo secundario e do armazenamento.
Consegquentemente, variagdes quantitativas no metabelismo
secundaric de plantas, s3o fungioc da variagdce da taxa de
crescimento dos médulos individuais, bem como, da proporgdo de
médulos gue crescem ac mesmo tempo. Se uma grande quantidade de
médulos crescem simultaneamente, a produgdo de metabdlitos
secundarios pode ser limitada por falta de substrato.

Sob ﬁ:ondigées\de estresse, fotossintese e crescimento nao
respondem igualmente a gradientes de agua e nutrientes. Os
processos de crescimento sdo rapidamente afetados, ainda que sob
moderados estresses de &gua e nutrientes, principalmente a
deficiéncia hidrica, onde o decréscimo no turgor causaz o
cessamento do alcongamento celular com conseglente diminuicido no
crescimento. Todavia, a fotossintese ligquida ndc é sensivel a
limitag¢des moderadas destes recursos (HERMS & MATTSON, 1992;
KRAMER & BOYER, 1995; LARCHER, 1%95), como pedemos verificar na
fié...z.. Céhééqteﬁééﬁéﬁié; ”qﬁéﬁ&él oéﬁrrem. estresses moderados,
impde~se uma limitacdo nos drenos relativos ao crescimento,
acumulando-se © excedente em carboidrato. Portanto, fatores que
limitam © crescimento mais que a fotossintese, como deficidncias
hidricas moderadas, baixas temperaturas e limitacdo relativa de
nutrientes, podem aumentar o “pool” de carbono dispcenivel para

alccagdc no metabolismo secundiaric {fig. 1), com pouca ou nenhuma
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competigdc com ¢ crescimento (HERMS & MATTSON, 1992; HARBORNE,

19935 .

grescimentc celular m—— o
sgintese provéics ———
redutase nitrato [

aumento ac. abscisico - o A——————
decréscimn citoginina

fechements estomatico — -
redugdio da fotossintese — o
diztlirbios respiragéo
murcha reversivel

senesceéncia

—— decrézcimp do potencial de agua oSy

FIGURA 2. Fungbes e processos celulares dos vegetais afetados
pela deficiéncia hidrica. As linhas horizontais mostram as faixas
de DH em gue ocorrem reag¢les na maioria das espécies de plantas.

& linha vertical indica o fechamente estomdtico (adaptade de

LARCHER, 1995).

S -3 3 oy - S p—— e e b ‘
Frmrambrentes ocomrebunrddneie g TECUrSTY, U pTocEssosrdg

crescimento recebem alocagdo pricoritaria de recursos, decrescendo
a disponibilidade relativa de carbono para suportar o metabolismo
secunddrio. J& em outro extremo, nas situacdes onde o nivel de
recursos € muito baixo, a fotossintese e o crescimento s&o
afetados e processos vitals do metabolismo primdrio podem receber
prioridade no uso de carbonce em baixa disponibilidade (HERMS &

MATTSCN, 1992; KRAMER & BOYER, 1995; LARCHER, 1895), ccorrendo
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uma reducd&o na sintese de metabdlitos secundarios (HERMS ¢
MATTSON, 1922), como podemcs wverificar na fig. 1.

Informagdes sobre o efeitc de condigbes de estresse no
metakolismo secundario de plantas, sic derivadas principalmente
ge esforgos da pesquisa para maximizar a producdc de
constituintes ativos de espécies medicinais, aromiticas e
condimentares. Como aplicacd3o pratica, avancos noc sentido de
compreender & influéncia de fatores ambientais na regulagdo da
sintese de metabdlitos secundarios podem contribuir para a
maximizagdo da producdo de compostes de interesse nestas espécies
{GERSHENZCN, 1884),

A produg&c de artemisinina em A.annua & afetada pela
variacado das condig¢des de ambiente em que a espécie é cultivada
{(SINGH et al., 1986; CHEN & ZHANG, 1987; FERREIRA et al,, 1585;

GELDRE et al., 19987).

Segundo GERSHENZON (19843}, no geral, em plantas herbiceas e

arbustos, ©s compostos terpéniccs, como a artemisinina, tendem =

aumentar scb condicdes de estresse, principalmente em deficiéncia

hidrica moderada.
CHARLES et al. (1993), em experimento conduzido em campo,
avaliaram o efeito de diferentes niveis de potencial de Agua (Ww)

no solc sobre a producdo de artemisinina em A.annua. Plantas de
aproximadamente 60 dias foram submetidas a quatro tratamentos de

deficiéncia hidrica (DH) no solo, assim denominados pelos

autores: estresse leve (Yw - 0,05 MPa); estresse intermediédrio



(Yw — 0,1 MPa}; estresse moderado (¥w - 1,5 MPa), todos os trés

impostos as plantas por um periodo de aproximadamente 77 dias. ©
guarto tratamento fol uma combinacio de estresse leve (37 dias) e
de estresse moderade (27 dias). Segundo os autores, a DH ror
longos periodos (01 julho - 17 setembro} ndo estava relacionada
com o conteudo de artemisinina e produgidoc de plantas e folhas. A

DH durante as duas semanas anteriores a colheita estava associada
com a redugdo na altura das plantas (p € 0,014). A analise de

regressdc revelou gue o aumento da DH (diminuigdo do Yw) durante

as duas semanas anteriores (20 agosto - 05 setembro) & colheita
(17 setembro), induziram uma reducldo do teor de artemisinina nas

plantas. Todavia, é importante destacar que no trabalho acima, a
medida de Y¥w n&oc foi determinada nas plantas, e sim no sclo.
Segundo BOYER (1885) em experimentos com DH, é recomendavel

utilizar medidas do Ww das plantas, em detrimento de medidas de

Wy do sclo. Dessa forma, quando as medidas de Ww s3o feitas na

planta, possiveis variacgdes do ambiente que ndo seriam

mensurdveis medindo-se o ¥w no solo e gue poderiam afetar o Ww
da planta, sdc eliminadas.

Qutro fator ambiental que pode afetar o teor de artemisinina
em A.annua € a temperatura. FERREIRA (1994) conduzindo
experimentos em casa de vegetacdo, encontrou diferencas no teor
de artemisinina de plantas cultivadas em épocas distintas,

atribuindo a variagdo ao efeito da temperatura e sugeriu gque



altas temperaturas reduzem © teor de artemisinina em A.annua.

MAGALHAES (1996) em experimento comparando diferentes gendétipos,

realizado em camara de crescimento, observou que temperaturas

entre 22 e 26 °C induziram um teor de artemisinina maior gque

temperaturas entre 25 e 31 YC,. Todavia, este comportamento ndo

foi padrdo para todos os gendtipos testados. Além do mais, o

decréscimo nos teores de artemisinina, em conseqliéncia da maior

temperatura ambiente fol compensado por um aumento da fitomassa
foliar, resultando em rendimentos de artemisinina por planta,
semelhante nas duas faixﬁas de temperatura.

Por outro lado, CHEN & ZHANG (1987) comparando ¢ efeito de
trés diferentes temperaturas no crescimento de A.annua,
verificaram que © contetdo de artemisinina analisado aos 35 e 70

dias de crescimento, foi significativamente maior em rlantas

submetidas a temperatura de 30 =+ 0,5 ‘¢, comparativamente Aas

plantas submetidas as temperaturas de 25 # 1 °C ou 28 % 0,5 °c.

Porém, também neste caso, © comportamento nio foi padri&o para
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2. OBJETIVOS

Verificar a influéncia da deficiéneia hidrica e da
temperatura no acumulo de artemisinina e na produgdo de fitomassa

em plantas de Artemisia annua L..
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. INFLUENCIA DA DEFICIENCIA BIDRICA No AcOMULO DE ARTEMISININA

EM A.annua.

3.1.1. EXPERIMENTC 01: Plantas de A.annua de 84 dias submetidas =z

diferentes niveis de deficiéneia hidrica.

O experimento foi conduzide em cémara de crescimento
CONVIRON modelo CMP 4030, no Centro Nacional de Pesquisa de Trigo
da Empresa Brasileira de Pesqguisa Agropecudria - CNPT/EMBRAPA,
localizade na cidade de Passoc Fundo -~ RS (28°15" 5, 52°24' W e
689 m de aititude).

Utilizou—se o delineamento experimental inteiraments
casualizado, recomendado para ensaios em camaras de crescimento e
casas de vegetagio, onde as condigdes experimentais siao
perfeitamente controladas (BANZATTO ¢ KRONKA, 198%; LITTLE =&
HILLS, 1 1990) . Foram utlllzadas sementesdo hlorldo .2./39x1V,
desenvolvido pelo programa de melhoramento de A.annua do CPQBA -
UNICAMP. Cada repetigio foi constituida de uma Unica planta.
Foram utilizadas 0% repeticgdes para cada tratamento. Os
tratamentos constaram de 04 niveis de DH (04 grupos de seis

plantas submetidas a 14, 38, 62 e 86 horas de supressac de

irrigacdo) e seus respectivos controles irrigados. As médias dos
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tratamentos submetidos & DH foram comparadas com as de seus
controles pelo teste t de Student no programa SYSTAT 5.0.

O substrato utilizado para o crescimento das plantas foi uma
mistura de terra vegetal e solo de banhade, com textura uniforme
(peneirado), cuja analise de fertilidade consta a seguir: pH 6,8;
a1% 0,0 cmol (+)/dm®; Ca*" 7,4 cmol (+)/dm®; Mg® 5,99 cmol (+)/dm3; P
65,9 mg/dm’; K 0,47 cmol(+)/dm’; S 13,86 cmol(+)/dm’; Cu 4,8
mg/kg; Zn 5,2 mg/kg; Fe 140 mg/kg e M.O. 25,5 g/cm’.

A semeadura foi realizada em 14/05/97, em casa de vegetacéo,
com temperatura de * 25 °C, diretamente em vasos plésticos de 700
ml, contendo 630g de substrato. Cada vaso recebeu aproximadamente
10 sementes. Os vasos foram dispostos scobre bandejas de aluminio,
nas quais fol mantida uma lamina de &gua de aproximadamente 2 cm.
Desta  forma a agua ascendla no substrato dos vascs plasticos via
capilaridade, ocupando apenas os microporos do substrato.

0 translado das plantas para a ca8mara de crescimento foi

feito no dia 18/06/97, cujas condigbes de cultive foram

temperaturas entre 21 e 24 °c, umidade  relativa de

aproximadamente 70% e uma PAR de 220 umcl.m?.s™ mantida durante o
periode de 18/06/97 a 21/07/97. Buscando evitar o florescimento
das plantas, © numero de horas de luz fornecido as plantas foi de
10 horas e 30 minutos, abaixo do fotoperiodo c¢ritico determinado
para a induc¢dc floral de 13 horas e 31 minutos (FERREIRA et al.,

1995; JANIK, 1996) ou entre 12 e 14 horas (GELDRE et al., 1997),
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e 11 horas (MAGALHAES, 1996). A PAR foi medida com um quantdmetro
marca LI-COR INC./modelo LI-185B.

A germinagidoc das sementes foi desuniforme, o que tornou
necessario varios transplantes antes do desbaste final, em
09/07/97, qgquando fci mantida apenas uma planta por vaso.

Em 21/07/97 as plantas foram aleatdriamente divididas em
duas camaras de crescimento, uma contendo as plantas controle,
constantemente irrigadas e na outra as plantas que foram
submetidas a DH. Foram mantidas 104 plantas uniformes por camara.
As regulagens das cémaras de crescimento foram mantidas,
aumentando-se apenas a PAR para 350 pmol.m?2.s™-.

No dia 05/08/97, as 16 horas, guandc as plantas de todos os
tratamentos encontravam-se nc estidio B {(alongamento) da escala
fenolégica descrita por DELABRAYS (1997), com 84 dias apds a
semeadura e com altura média de 37,3 cm, foi suspensa a irrigacgéo
das plantas selecionadas para o0s tratamentos com DH. Devido a
probleﬁas de manutencdo da umidade relativa na camara de
crescimento das pléntas submeﬁidas .éo estréése, a DH. evoluiu
rapidamente, permitindc acompanhar apenas 4 niveis de DHE nas
plantas. As variacgfes na umidade relativa da cdmara nos dias 7,
8, e 9, foram, respectivamente, 55%, 43% e 39,7%. As regulagens
previstas para temperatura ndc sofreram variacbes.

Nos dias 06, 07, 08 e 09/08/97, respectivamente, apds 14,

38, 62 e 86 horas da supressioc da irrigagdo, avaliou-se o
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potencial de agua (¥Yw) no xilema das plantas. Também, neste
mesmo periodo, foi determinado o Ww das plantas do tratamento
irrigado. Em 09/08/97 as plantas que restaram do tratamento com
86 horas sem irrigagdo, foram zreidratadas e transferidas para
casa de vegetacdo (temperatura maxima de 31°C e minima de 11°C) e

foi determinado o Ww das mesmas nos dias 12/08/97 e 25/08/97.

As determinacdes de Yw no xilema das plantas foram feitas as
06 horas da manh&, nas folhas da parte mediana das plantas,

ysando-se uma camara de pressdo da SOILMOISTURE EQUIPAMENT
CORPORATION/ STA BARRARA-CA-USA, de acorde com técnica descrita

por TURNER (1981) e BOYER {1995).
aAlém do Ww, foram medidas a massa seca de folhas e de talos,

e a relagao folha/talc. Imediatamente apdés a leitura do Ww, as
plantas foram cortadas rente ao vaso e colocadas para secar em
estufa com circulac¢do de ar a uma temperatura de 34 °C * 1 *°C

por 96 horas, de acorde com FIGUEIRA & SARTORATO (1897), gue

“sugerem temperalturas de no maximo o 40 *C para & secagem de
A.annua.

As anédlises para determinar ¢ teor de artemisinina nas
folhas dos tratamentos foram realizadas em margco de 1998.
Segunde FIGUEIRA & SARTORATO (1987) amostras secas de folhas de
A.annua podenm ser armazenadas em condigdes ambientes até 7 meses,

sem ocasionar alteracdes signiflcativas no conteudo de
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artemisinina. A determinacdo dos teores de artemisinina foi feita

em cromatografia liquida de altz eficiéneia com deteccido no

ultravicleta, conforme técnica descrita no item 3.3, do capitulo

I, desenvolvida por ZHAO & ZHENG (1986).
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3.1.2. EXPERIMENTO 02: Plantas de A.annua de 147 dias submetidas

a diferentes niveis de deficiéneia hidriea.

Para confirmar os resultados do experimento 01 de DH, outro

experimentc fol conduzido em casa de vegetacdo, no Centro Federal

de Educacgdo Tecnolégica do Parand - CEFET-PR, localizado na
cidade de Pato Branco - Pr (26°11' 8, 52°36'" W e 760 m de
altitude).

Foram utilizadas sementes do hibrideo 2/39x1V. Utilizou-se o
delineamento experimental inteiramente casualizado. Cada
repeticdo fel constituida de uma Unica planta. Foram utilizadas
08 repetig¢gdes para cada tratamento. Os tratamentos constaram de 5
grupos de 8 plantas submetidas a 18,5; 42,5; 66,5; 90,5 e 114,5
horas de supressdo de irrigacgdo, mais 2 grupos de 8 plantas
submetidas a 114,5 horas de supress3oc e posteriormente irrigados
por 72 e 144 horas, além dos seus respectivos controles
irrigados. As médias dos tratamentos submetidos a DH foram
programa SYSTAT 5.0.

A semeadura fol realizada em 01/07/97, em casa de vegetacio,
em bandejas de isopor contendo uma mistura de terra vegetal mais
vermiculite. Em 30/09/87, as plantas foram <transplantadas para

vasos plasticos contende 2 kg de substrato, gque ficaram dispostos
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sobre bandejas de aluminio, nas quais era mantida uma laminz de
dgua com aproximadamente 2 cm.

O substrato utilizado para o crescimento das plantas foi uma
mistura de terra vegetal e composto orgdniceo, com textura
uniforme (peneirade), cuja analise de fertilidade consta a
segquir: pH 5,9; Al® 0,0 cmol (+)/dm’; Ca® 11,9 cmol (+)/dn’; Mgt
6,35 cmol (+)/dm’; P 137,5 mg/dm’; K 2,65 cmol(+)/dm®; S 20,9
cmol (+) /dm® e M.O. 87,1 g/dm’.

O numerc de horas de luz fornecido as plantas foi de 16
horas, acima do fotoperiodo critico determinado rara a inducdo
floral de 13 horas e 31 minutos (FERREIRA ef al., 1995; JANIK,
1886} ou entre 12 e 14 horas (GELDRE et al., 1%97), e 11 horas
(MAGALHAES, 19%¢6). A complementagdc de luz para atingir as 16
horas de fotoperiodo e evitar o florescimento, foi feita com luz
artifiecial {fluorescente e incandescente), uma vez que o
fotopericdo natural em Pato Branco - PR, durante o periodo da
realizagdo do experimentc, encontrava-se na faixa indutiva para
‘A.annua (Fig. 3). Em 20/11/97, as plantas dos tratamentos que
sofreram a DH, foram separadas do grupc de plantas controle. No
dia 24/11/97, as 11 horas e 30 minutos, quando as plantas de
todos os tratamentos encontravam-se no sstidio B {alongamento) da
escala fenolbgica descrita por DELABAYS {1997), com 147 dias e
altura média de 85 cm, foi suspensa a irrigagdc das plantas

selecionadas para o0s tratamentos com DH.
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fotoperiodo (horas)

San Fev mar abr mai dun Ful ago set out oV dez

meses do ano {fotoperiodo do 15° dia do més!}

FIGURA 3. Fotopericde anual em Pato Branco — PR {26°11'" §, 52°3¢

W e 760 m de altitude). Fonte: CNPT~-EMBRAPA.

O potencial de agua (Yw) no xilema das plantas foi
determinado nos dias 25, 26, 27, 28 e 28/11/97 apds 18,5; 42,5;
ey 8005 e 114,5 horas  da supressie  de
respectivamente, e nos dias 02 e 05/12/97 apds 72 e 144 heras da
reidratacdoc das plantas submetidas a 114,5 horas de supressdc da

irrigacdc, respectivamente. Também, neste mesmo pericde, foi

determinado o Ww das plantas do tratamento irrigado.

As determinacgdes do Ww no xilema das plantas foram feitas as

06 horas da manha, nas folhas da parte mediana das plantas,
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usando~se uma cémara de pressic da SOILMOISTURE EQUIEPAMENT
CORPCRATION/ STA BARBARA-CA-USA, em acordo com técnica descrita

por TURNER (1881) e BOYER (1995).
Além do Ww, foram medidas a massa seca de folhas e de talos,

e a relacgdo £folha/talo. Imediatamente apbs a leitura do Yw, as
plantas foram cortadas rente ao wvaso e colocadas para secar em
estufa com circulagdo de ar a uma temperatura de 37°C + 3°C por
32 horas.

Também foi analisadc o teor de artemisinina nas folhas dos
tratamentos, analises estas realizadas em fevereiro de 1998, A
determinagdc dos teores de artemisinina foi feita em
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgdo no
ultravioleta, conforme técnica descrita no item 3.3. do capitulo
I, desenveolvida por ZHAO & ZHENG (1986).

Na tabela 1 podemos verificar as condig¢des ambientais dentro

da casa de vegetagd3c e 0s hordrios das determinacdes do WYw,

durante o periodo em gque as plantas foram estressadas.
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TABELA 1. CondiglSes ambientais e horédrios das determinacdes do

potencial hidrice (¥w) em plantas de A.annua submetidas

a
deficiéncia hidrica.
tratamentos hora inicio/final temperatura temperatura U.R.
da medigdo do Ww maxima(°C} minima (°C) (%)
controle 33,5 18
18,5 horas® 05:55/06:30 35,5 18,5 90
contreole 32,5 18,5
42,5 horas? 06:00/06:35 34,5 18,5 100
controle 27,5 18,5
66,5 horas- 05:50/06:25 28 19 98
controle 36 i5
30,5 horas® 05:55/06:30 40 15 85
controle 34,5 13
114,5 horas® 05:55/06:25 37 14 98
controle 33 15
72 horas® 06:00/06:30 33 16 100
controle 38 12
144 horas’ 06:00/06:35 38 12 70
1 Horas de supressdo da irrigagéc, efetuada 147 dias apds a
semeadura, guando as plantas encontravam-se no estadio B
~{alonganmento). da . escala fenaldgica proposta.por DELABAYS(LO97)
2 Horas de reidratacgio, apdbs 114,5 horas de supressdo da

irrigagdo.



3.2. INFLUENCIA DA TEMPERATURA NC ACUMULC DE ARTEMISININA EM

A . annua.

0 experimento foi conduzido em camara de crescimento
CONVIRON, modelo CMP 4030, no CNPT-EMBRAPA, localizado na cidade
de Passo Fundo - RS (28°15' S, 52°24' W e 689 m de altitude).

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado, com &8
repeticgdes para cada tratamento, onde cada repeticdo foi
constituida de uma Unica planta. Os tratamentos consistiram em
submeter plantas do hibrido de A.annua CPQBA 2/39%1V com 88 dias
a duas diferentes amplitudes de temperatura {noite/dia), 11/20 °C
e 18/28 °C, durante 16 dias. As médias dos tratamentos foram
comparadas pelo teste t de Student no programa SYSTAT 5.0.

As condigles de cultivo foram as mesmas do experimento com
DH em plantas de 84 dias {item 3.1.1. deste capitule), uma vez
gue as plantas utilizadas neste experimento foram remanescentes
dagquelas mantidas constantemente sob irrigacgdo {(controle).
‘Buscando evitar o floreSCiménﬁé, ho. §eriodo .de 13/56?97 a
08/08/97, o numerc de horas de luz fornecido as plantas foi de 10
horas e 30 minutos, abaixo do fotoperiodo critice determinado
para a inducdo floral. Em 08/08/97, o fotoperiodo foi aumentado
para 11 horas, gquando buscou-se induzir um aumentc do teor de

artemisinina nas plantas, usando o fotoperiodo critico

determinado por MAGALHAES (199%96).



Em 09/08/97 as plantas {(com 88 dias da semeadura} foram
divididas em duas cémaras de crescimento com diferentes
amplitudes de temperatura (noite/dia), 11/20 °C e 18/28 °C. A
escolha das amplitudes baseou-se nas normais climatoldgicas das
temperaturas maéximas e minimas que ocorrem nos meses mals guentes
e frics em Passo Fundo - RS (CUNHA, 19%7). Para ambos os
tratamentos, & umidade relativa e a PAR foram de aproximadamente
70% e de 320 umol.m™?.s™%, respectivamente.

Em 24/08/97 as 15 horas, quandc as plantas de ambos os
tratamentos encontravam-se no estadio B (alongamento) da escala
fenolégica descrita por DELARBAYS (1997), foram cortadas rente ao
vaso e colocadas para secar em estufa com circulacdo de ar a uma
temperatura de 34 °c + 1 %, pelo pericdo de 48 horas. A altura
média das plantas do tratamento 11/20 °C foi de 70,7 cm e do
18/28 °C foi de 69,6 cm. Foram medidas a massa seca de folhas e
talos, e a relacgédc folha/talo.

0 teor de artemisinina nas folhas dos tratamentos foi
deté#giﬁa&o.ém.aéééﬁbrémaé.i997;“. A.de£é£§i¥agéé d§é.£é5£eé.de.
artemisinina foi feita em cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detecgdo no ultravioleta, conforme técnica
descrita no item 3.3. do capitulo I, desenvolvida por ZHARO &

ZHENG (1980).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAC

4.1. INFLUENCIA DA DEFICIENCIA EIDRICA NO ACUMULO DE ARTEMISININA

EM A, annua.

Com relagdo ao tecr de artemisinina obtido no experimento
com plantas de 84 dias submetidas & DH, o tratamento 38 horas de
desidratacdo (¥Yw -1,39 MPa), considerado uma DH moderada, esteve
associado & um aumento significativo no teor de artemisinina
(tabela 2), acumulande 29% a mais da molécula que © tratamento
controle (fig. 4) mantido sob irrigacgdo. Para o tratamento que
sofreu 14 horas de supressio de irrigacdo (¥w —-0,54 MPa} e ndo
apresentou deficiéncia, bem como, para os <tratamentos que
sofreram uma DH mais intensa, 62 e 86 horas de supressac de
irrigagdoc (¥w -2,51 MPa e Ww -3,97 MPa}, nic foram observadas

diferengas para ¢ teor de artemisinina em relacdo acs tratamentos

controle. Estes resultados estdo de acorde com o gue reportam

GERSHENZON (1984) e HERMS & MATTSON (1992) (fig. 1), sugerindo
que compostos terpénicos tendem a aumentar sob DH moderada. Este
fato ¢é explicado devido aos processos de crescimento serem
rapidamente paralisados, ainda que sob moderadas deficiéncias de
dgua, enguanto a fotossintese liguida ndo & sensivel a iimitacdes

moderadas de agua (fig. 2), ocorrendo um desvioc do excedente de
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carboidratos  requeridos no  crescimento para ¢ metabolismo

sacundario.

TARRLA 2. Efeito de difarentes nivels de deficiéncia hidrica no
raor de artemisinina em plantas de A.annua de 84 dias cultivadas

am camara de crescimento.

nivel de deficiéneia  horas apds a supressio teor de artemisinina

hidrica® (MPa) da irrigacgao’ nas folhas®

(mg.g™)

-0,59° -~ 5,0

-0, 54 14 4,7

-0,62° - 4,2

-1,39 28 5, 4%

-0,57° - 5,2

-2,51 62 8,0

-0, 61° -- §,0

-3,97 86 5,3

|,.“.,l

A supressdo da irrigacdc foi efetuada 84 dias apds a semeadura.
7 Média de 06 repeticgdes.

3 Tratamento controle, onde a irrigacgdoc ndo fol suspensa,

¥ Gignificativo (p £ U,084) pelo teste © de Student.
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m~ 0,54 MPa #®~ 1,39 MPa g- 2,51 MPas wme 3,97 MPa

FIGURA 4. Variacdo percentual de artemisinina nos tratamentos com
deficiéncia hidrica em relagdo ao controle irrigado, em plantas

de A.annua com B4 dias.

Com relagac ao teor de artemisinina no experimentc com
plantas de 147 dias submetidas & DH (tabela 3), os tratamentos
submetzcﬁos ” a | dési.dfant‘._agéo nao apresentaram diferencas
gsignificativas em relacdo a seus controles. Nos tratamentos 72
horas de reidratagdo (Yw -0,23 MPa) e 144 horas de reidratacdo

(Ww -0,64 MPa), cujas plantas sofreram anteriormente supressio

da irrigacdce por 114,5 horas (Ww -3,44 MPa), verificou-se um
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actirmulo significative

respectivamente, 16%

TABELA 3. Efeitc de

ranr de artemisinina

em casa de vegetsacio.

diferentes nivels de

controles,

deficiéncia hidrica no

em plantas de A.annua de 147 dias cultivadas

nivel de deficiéncia

hidrica® (MPa)

horas apbs a supressédo

da irrigacdo’ ou

teor de artemisinina

nas folhas®

reidratacio® (mg.g™*)
-0, 60° - 8,1
-G, 56 18,5t 8,9
-0, 54° - 9,1
~1,05 42,5° 9,5
-0, 44’ - 10,3
~-1,49 66,5" 10,2
-0, 55% - 9,1
-1,99 30,57 10,0
-0, 55" - 10,3
~-3,44 114, 5" 10,0
-0,19" - 3,9
-0,23 722 11, 6%
-0, 66° - 9.0
-0, 64 1447 10, 6%

1 A supressdoc da irrigagdc foi efetuada 147 dias apds a

semeadura.

2 Plantas reidratadas apds 114,5 horas de desidratacdo.

3 Média de 08 repetig

4 Tratamento controls

* Significativo

&es.,

. onde

o
[
[
[

igacgdo ndc foi suspensa.

de Student.



-0, 586
-1,03
mOH -1,48
#OH -1,389 1
. WDH -3, 44
15 -
#RD ~-0,23
BRD -J,64
o)
=
i :
& o9
)
=
o)
4
i
)
»
ks;

o
G

FIGURA 5. Variaclo percentual de artemisinina nos tratamentos com
deficiéncia hidrica em relagdc ao controle irrigado, em plantas

de A.annua de 147 dias. DH - plantas desidratadas; RD - plantas

reidratadas.

&0

Considerando U resultedoes endontrados e ambos
experimentos, podemos afirmar que plantas de A,annua com 84 dias
submetidas a DH moderada apresentaram um aumento nos tecres de
artemisinina em relacdo aos seus controles, enguanto Que &as
clantas de 147 dias submetidas a DH ndo apresentaram diferencas
nos teores da molécula. Estas diferencas, provavelmente,

ccorreram devido acs distintos estiddios ontogenéticos ou idade em
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gque as plantas encontravam-se (84 e 147 dias), uma vez que o
efeito da DH varia entre espécies e dentro da espécie, além de
depender da contogenia e da velccidade e intensidade com que & DE
¢ imposta (BOYER, 1971; KRAMER & BOYER, 1995; LARCHER, 1995).

CHARLES et al. (1993) n3do verificaram relagdoc entre teor de
artemisinina e DH prolongada. Contudo, hd que se considerar o
fato de que normalmente, sob estresse, plantas acumulam
metabdlitos secundarios rapidamente {(KUC, 1995%) & ndoc seria uma
estratégia interessante longos periocdos de estresse, que levariam
a uma reducdo no rendimente de artemisinina e no crescimento da
planta de A.annua.

Para as medidas de massa seca foliar e rendimento de
artemisinina, na maicria dos tratamentos submetidos & DH em ambos
os experimentos, ndo foram encontradas diferengas significativas
para com seus controles (tabelas 4 e 5). Somente o tratamento 38
horas de supressdo da irrigacdo (Yw -1,39 MPa) em plantas com B84
dias foi significativamente superior ao controle, tanto para
.méééé”ééc%.foiié;;.égéﬁtg ?éréwgendiménto de arteﬁisinina.{tabelé
4). Este resultado para massa seca foliar ndc era esperado e
deve-se provavelmente ha existéncia de variagdes genotipicas do
hibrido utilizado, uma vez gque & DH diminui & taxa de crescimento
relativo das plantas (fig. 1). J&, no experimento com plantas de
147 dias, para os tratamentos em que foram reidratadas as plantas

submetidas anteriormente a 114,5 horas de desidratacdo (tabela
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5), verificou-se uma redugdo significativa na massa seca foliar
das mesmas, comparativamente as plantas controle. Estes
resultados eram esperados, uma vez gue ©0s processos  de
crescimento sdo rapidamente afetados, ainda que sob moderadas
deficiéncias de agua {(fig. 1). Todavia, a reducdo da massa seca
foliar ndoc resultou em diminuicdo no rendimento de artemisinina

nas plantas reidratadas (tabela 5).

TABELR 4. Efeito de diferentes niveis de deficiéneia hidrica na
predugdc de massa seca foliar e rendimento de artemisininz em

plantas de A.annua deB4 dias cultivadas em cémara de crescimento.

nivel de Horas apds a massa seca rendimento de
deficiéncia supressio da foliar artemisinina
hidrica® (MPa) irrigagdo’ {g/planta)?® (mg/planta)?
-0,592 - 1,96 10,10
~0,54 14 1,88 9,08
-0, 627 - 1,92 8,23
-1,38 38 2, T0%** 14,88%%*
-0, 57° - 2,29 12,14
T 2 0t S T -0 S o T
-0,61° - 2,95 18,33
-3,597 86 2,35 12,62

1 A supressdo da irrigac8o foi efetuada 84 dias apds a semeadura.
2 Tratamento controle, onde a irrigacio nioc foi suspensa.

3 média de 0¢ repeticdes.

***% (p £ 0,007) e ** (p £ 0,023) sa&o significativos pelo teste t

de Student.
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TABELA 5. Efeito de diferentes niveis de deficiéncia hidrica na
produgdc de massa seca foliar e no rendimento de artemisinina em

plantas de A.annua de 147 dias cultivadas em casa de vegetagdo.

nivel de Horas apds a massa seca rendimento de

deficiéneia supressio da foliar artemisinina

hidrica®’ (MPa) irrigagio’ ou {g/planta)* {mg/planta)*

reidratacdo’®

-0, 60° - 10,63 86,84
~0,56 18,5? 11,89 103,58
-0,54° - 11,52 103,95
-1,05 42,51 11,47 107,72
-0,44° - 10,93 113,78
-1,49 66, 5" 10,086 102,95
-0, 557 - 11,04 98,82
-1,99 90, 5% 10,21 $9, 64
-0, 55° -~ 12,54 128,35
~-3,44 114, 5" 11,28 112,93
-0,19° - 11,88%% 116,11
~-0,23 72° 10,14 116,08
-0, 66° - 13,03** 117,85
-0, 64 144° 11,23 119,31

et

A supressdo da irrigag8o foi efetuada 147 dias apds a

e iy e
- e

- TN 2

2 Plantas reildratadas apds 114.5 horas de desidratacgdo.
3 Tratamento controle, onde a irrigacéoc ndo foi suspensa.

4 média de 08 repeticgdes.

*% Significative (p = 0,048) pelo teste £ de Student.
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Também foram efetuadas medicSes da massa seca de talos e da
relagéo folha/talo (tabelas 6 e 7), parametros importantes no
processamento industrial de A.annua, uma vez que o talec contém
ceras gue dificultam o isolamento e a purificacidc da
artemisinina. Para ambos o©s experimentos, na maioria dos
tratamentos, ndo foram encontradas diferencas para massa seca de

talos e relacdo folha/talo. Entretanto, o tratamento 38 horas de

desidratacéo (¥w -1,39 MPa) em plantas de 84 dias, apresentou
uma massa seca de talos significativamente maior gque o© controle
(tabela 6). Por outro lado, ¢ tratamento 66,5 horas de
desidratag¢do (¥w -1,49 MPa) em plantas de 147 dias, apresentou
uma redugdc na massa seca de talos em relacéc ac controle (tabela
7).

Uma possivel explicagdo para estas variacdes ndo esperadas
na fitomassa, € gque os genitores usados na obtencdc do hibrido
2/39x1V n&o s&o linhagens puras obtidas por endogamia, mas sim
gendtipos superiores clonados (MAGALHAES, 1996). Todavia, as
progénies Fy (hibridos) de A.annua apresentaram alta
herdabilidade para os caracteres morfologia, fitomassa e conteldo
de artemisinina (PETER-BLANC, 1992, citado por MAGALHAES, 199%6).
Para a caracteristica teor de artemisinina, comparando gendtipos
distintos, DELABAYS (19297) encontrou uma herdabilidade bastante

elevada, superior a (,95.
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TABELAR 6. Efeitc de diferentes niveis de deficiéncia hidrica na
producdoc de massa seca de talos e na relagd&c folha/talc em

plantas de A.annua de 84 dias, cultivadas em cdmara de

crescimento.
nivel de Horas apds a massa seca de relacgido
deficiéncia supressido da talos (g/planta)® folha/talo®
hidrica (MPa) irrigacdo®
<0, 557 - 1,37 1,69
~0,54 14 1,27 1,68
=0, 62 = 1,07 7,93
-1,39 38 1,83%% 1,54
25,577 - 1,50 1,66
-2,51 62 1,34 1,64
-0,61° - 2,02 1,62
-3,87 86 1,37 1,74

1 A supress&o da irrigacdo fol efetuada 84 dias apds a semeadura.
2 Tratamento contrcle, onde a irrigacgdo ndoc foli suspensa.

3 média de 06 repeticgdes.

** Significative (p £ 0,022) pelo teste t de Student.
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TABELA 7. Efeito de diferentes niveis de deficiéncia hidrica na
produgédc de massa seca de talos e na relagdc folha/talo em

plantas de A.annua de 147 dias, cultivadas em casa de vegetacdo.

nivel de Horas apds a massa seca de relagdo
deficiéncia supressio da talos {g/planta)® folha/talo®
hidrica® (MPa) irrigacic’ ou
reidratagdo?
-0, 60 - 19,92 0,54
-0,56 18,5t 22,34 0,53
-0, 547 - 22,82 0,51
-1,05 42, 5% 22,92 G, 50
-0, 44° - 24,43~ 0,45
~1,49 €6,5" 20,89 0,49
-0,55° - 21,23 0,52
-1,99 3¢, 5t 20,21 0,50
-0, 55° - 24,97 0,51
-3,44 114,5" 22,19 0,51
-0,19° - 23,63 0,52
-0,23 722 20,79 0,49
-0, 66° - 25,73 0,51
-, 64 1442 22,20 0,52

1 A supressdo da irrigagdo foi efetuada 174 dias apés a
semeadura.
2 Plantas reidratadas apés 114.5 horas de desidratacéio.

3 Tratamento controle, onde a irrigacdo nioc foi suspensa.

ey

média de 08 repetigdes.

*% Significativo (p < 0,024) pelc teste t de Student.
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As plantas de 84 dias submetidas a supressdc de agua durante
86 horas (Yw -3,97 MPa) apresentaram uma lenta recuperacdo de
seu turgor (¥w -1,8 MPa), 64 horas apds a sua reldratagdo. No
entanto, plantas de 147 dias com supressdo de &gua por 114,5
horas (WYw =3,44 MPa) recuperaram mals rapidamente sua turgidez
(Ww ~0,23 MPa), 72 horas apds a reidratacgéio.

Ndo foi observada a morte das plantas submetidas as
deficidncias dréasticas em ambos o0s experimentos (Ww -3.44 MPa e
Yy —-3,97 MPa) apds a reidratacdo das mesmas, ¢ que demonstra uma
boa tolerdncia da A.annua a limitagdes de &gua nas condigbes
deste experimento, independentemente da velocidade com gque foram
impostos os niveis de DH. Nas plantas de 84 dias que apresentaram
uma deficiéncia de ~-3,97 MPa e foram reidratadas, observou-se a
morte do meristema apical do ramo principal e um no crescimento

maior dos ramos laterals (guebra da domindncia apical), como

podemos observar na fig. 6.
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FIGURA 6. Planta de A.annua reidratada apds 86 horas de supressdo

da irrigacdo (¥w -3,97 MPa}, apresentando morte do meristema

apical do rameo principal.

iy
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4.2. INFLUENCIA DA TEMPERATURA NO ACUMULO DE ARTEMISININA EM

A.annua.

Fol observada diferenga significativa entre o¢s tratamentos
de amplitudes térmicas a gue foram submetidas as plantas de

i

A.annua, cultivadas am  caAmara de crescimento (fig. 7,

evidenciando gue o tratamento com 18/28 “C apresentou maior teor
de artemisinina nas folhas do que o tratamento 11/20 °C. Isto
indica gue nas condi¢des deste experimento, as temperaturas
maicores induziram um aumentc no teor de artemisinina nas plantas
testadas. Estes resultados estdoc de acordo com 03 encontrados por
CHEN & ZHANG (1987), onde plantas de A.annua submetidas a
temperatura de 30 + 0,5 ¢, apresentaram um aumento significativo

no teor de artemisinina em relacdo as temperaturas de 25 = 1 °C

ou 28 + 0,5 °C. Contrariamente, FERREIRA (1994) e MAGALHAES

(1996), sugeriram gque altas temperaturas reduzem o teor de

artemisinina em A.annua.

Tals divergéncias levam a conclulr gque o comportamento desta
espécie em relagdo a influéncia da temperatura na produgac de
artemisinina ndo & vpadrdo, sendo varidvel para diferentes
genbétipos. Resultados demonstrando respostas diferentes entre

gendtipos distintos numa mesma temperatura, foram encontrados por

CHEN & ZHANG (1987) e MAGALHAES (1996).
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teor de artemisimna (mg.g-1)

ir/20°cC i8/28°¢C

amplitudes térmicas

FIGURA 7. Variacio no teor de artemisinina em plantas de A.annua
com 88 dias, submetidas as amplitudes térmicas 11/20 %C e 18/28%

°c, durante 16 dias. *** Significativo (p < 0,003) pelo teste ¢

de Student.

Para rendimento de artemisinina e massa seca foliar (tabela

A . = : .
23 S0 resultado obtide pa

independantemnant

W

.
= & jt=toh« ae

+

artemisinina, ndo foram encontradas diferencas significativas
entre o8 tratamentos 18728 °c e 11/20 ‘¢, Contrariamente,
MAGALHAES (1996) verificou um aumento da fitomassa foliar em
temperaturas mais elevadas.

Os outros pardmetros analisados foram a massa seca de talos

acdo folha/talo (tabela 8). Para as plantas submetidas a
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amplitude 18/28 %, verificou-se uma redugdco significativa na
massa seca de talos, e, por consegliéncia, um  aumento
significativo na relagfo folha/talo, quando comparadas as plantas
do tratamento 11/20 °C. Resultado semelhante para a relacdo
folha/talo foi encontrado por MAGALHAES (1996), onde temperaturas

mails elevadas aumentaram significativamente este parametro.

TABELA 8. Variacdc no rendimento de artemisinina, massa seca
foliar, massa seca de talo e na relacdo folha/talo em plantas de

A.annua com 88 dias submetidas as amplitudes térmicas 11/20 °C e

18/28 °C, durante 16 dias.

parémetro amplitudes térmicas (noite/dia)
analisado 11/20 °c 18/28 °c

Artemisinina’
(mg/planta} 36,43 41,33
massa seca

foliar®(g/planta) 5,80 5,30
massa seca de
T T o T
relacdo

folha/talo’ 0,860 0,72%**

1 Média de 09 repeticdes.

** (p £ 0,024) e *** (p £ 0,008) sdc significativeos pelo teste ¢

de Student.
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5. CONCLUSOES

5.1. DEFICIENCIA BIDRICA

Com relacdo ao teor de artemisinina, &s plantas do hibrido
CPQBA 2/39x1V de A.annua nio apresentaram os mesmos resultados
guando foram submetidas a DH em diferentes estadios
ontogenéticos, demonstrando qgue o efeito da DHE pode vwvariar em
fungdo da idade da planta.

Em Plantas de 84 dias, verificou-se gue o tratamento DH
moderada (¥w -1,39 MPa) provocou um aumento significativo no
tecr de artemisinina em relacdo ao contrecle, porém, © mesmo
resultado né&o fol observado em plantas de 147 dias submetidas &
DH. Plantas de 147 dias que sofreram DH drastica {(Yw -3,44 MPa)
e posteriormente foram reidratadas, também apresentaram um
aumento no teor de artemisinina comparativamente ao controle
irrigado. Todavia, para ambos os experimentos, os aumentos dos
teores de artemisinina nos tratamentos com DH foram anulados poxr
uma recdugdc na massa seca foliar, ndo resultando em maicres
rendimentos de artemisinina por planta.

O hibrido 2/39x1V de A.annua apresentou boa tolerancia a

desidratagdo nas condic¢des deste experimento, independentemente

da velocidade e intensidade com gue foi imposta & DH.
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5.2. TEMPERATURA

Quando submetidas & amplitude térmica de 18/28 %%, as

plantas do hibrido 2/39x1V acumularam significativamente mais
artemisinina gue na amplitude de 11/20 °C. Porém, o maior teor de

artemisinina ndo resultou em um aumente significative do

rendimento da mclécula por planta, na amplitude 18/28 °‘C,

A relagdc folha/talc também foi significativamente maior na

amplitude 18/28 °C, wuma vez que observou-se uma redugdo

significativa para massa seca de talos nesta amplitude, em

comparacdo com 11/20 °C.
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