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Dedico este trabalho a metade da humanidade que vive em regides
endémicas e aos milhdes de seres humanos que morrem a cada ano

por causa da malaria, principalmente as criancas africanas.
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fazer algo” Youssou N’Dour, Musician, descrevendo a motivacao pelo
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RESUMO

MAGIERO, Emanuelle Cavazini. Fisiologia da floracdo e atividade alelopatica de
Artemisia annua L. cultivar Artemis cultivada em clima subtropical umido. 56 f.
Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) — Programa de Pés-Graduacdo em
Agronomia (Area de Concentracdo: Producdo Vegetal), Universidade Tecnolégica
Federal do Parana. Pato Branco, 2009.

A Artemisia annua L. (Asteraceae) é uma planta herbacea, nativa da Asia e
aclimatada no Brasil. As folhas apresentam até 1,4% do peso seco em artemisinina,
sendo fonte abundante desta lactona sesquiterpénica que, conjuntamente aos seus
derivados semi-sintéticos, apresentam acao efetiva contra as cepas resistentes das
espécies de Plasmodium causadoras da malaria. A artemisinina também esta sendo
testada com sucesso no tratamento de céncer e apresenta-se efetiva contra
inimeros parasitas que afetam a saude humana e animal. Os objetivos deste
trabalho foram determinar as épocas de plantio e colheita da cultivar Artemis de
A. annua em Pato Branco-PR, como também, determinar em campo o fotoperiodo
critico e o numero de ciclos fotoindutivos necessarios para o florescimento desta
cultivar. Um segundo experimento foi realizado com o objetivo de determinar o
potencial alelopatico desta espécie sobre sementes de alface e leiteiro. No
experimento em campo, os tratamentos utilizados foram seis diferentes épocas de
plantio, sendo as 09 plantas centrais das parcelas colhidas para a determinacéo da
massa seca de folha e caules, relacdo folha/caule e teor de artemisinina na massa
seca de folhas quando 50% das plantas da parcela iniciaram a emissao dos botdes
florais. O numero de ciclos fotoindutivos encontrado para a cultivar Artemis foi de
aproximadamente 36 ciclos e o fotoperiodo critico aproximado foi de 13 horas, que
ocorreu em 09/02/2007 em Pato Branco-PR. Esse resultado determinou que a época
de colheita para a cultivar Artemis, na regido de Pato Branco-PR, deve ser na
segunda quinzena do més de margo. O maior rendimento de biomassa nesse
experimento ocorreu no plantio de 27/07/2007, 231 dias apds o transplantio, mas
recomenda-se tomar cuidado com as geadas que podem ocorrer até a primeira
quinzena de setembro, sugerindo-se optar pelo plantio na segunda quinzena de
setembro, periodo livre de geadas na regidao. Os maiores teores de artemisinina (em
média 0,80% na matéria seca de folhas) foram obtidos nas épocas que mais
vegetaram a campo devido a maior producao de biomassa. Para o experimento de
alelopatia, o extrato aquoso bruto foi preparado a partir de folhas frescas na
proporcdo de 1 L de agua destilada para 250 g do material. Foram utilizadas as
seguintes concentragdes do extrato aquoso: 100%, 75%, 50%, 25% e 0% (agua
destilada). Foram analisadas as variaveis germinabilidade, velocidade média de
germinagéo, tempo médio de germinagdo, comprimento da radicula e massa seca
das plantulas. Extratos aquosos de A. annua apresentaram acao alelopatica
inibitéria sobre a germinacdo de sementes e o desenvolvimento de plantulas de
alface e leiteiro.

Palavras-chave: Artemisia. Fotoperiodismo. Florescimento. Epoca de colheita.
Alelopatia. Inibicdo do crescimento.



ABSTRACT

MAGIERO, Emanuelle Cavazini. Flowering physiology and allellopathic effect of
Artemisia annua L. cultivar Artemis cultivated moist subtropical climate. 56 f.
Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) — Programa de Pés-Graduacdo em
Agronomia (Area de Concentragdo: Producdo vegetal), Universidade Tecnolégica
Federal do Parana. Pato Branco, 2009.

The Artemisia annua L. (Asteraceae) is a herbaceous plant, native of Asia and
acclimated in Brazil. The leaves are abundant source of artemisinin, a sesquiterpene
lactone that, jointly to yours derived semi-synthetic, they present effectiveness action
against the resistant stumps of the species of Plasmodium against malaria. The
artemisinin is also being tested with success in the cancer treatment and against
countless parasites that affect the human and animal health. The objectives of this
work went to determine the planting times and crop of the cultivar Artemis of A.
annua in Pato Branco-PR, as well as, to determine in field the critical photoperiod
and the number of inductive photoperiod for the flowering of this cultivar. A second
experiment was accomplished with the objective of determining the allellopathic
effect of this species on lettuce seeds and wild poinsettia. In the experiment in field,
the treatments were six different transplant times, being the 09 central plants of the
portions picked for the determination of the mass dries of leaf and stems, relationship
leaf/stems and artemisinin in the mass dries of leaves when 50% of the plants of the
portion began the emission of the floral buttons. The number of cycles inductive
found for the cultivar Artemis was of approximately 36 cycles and the critical
photoperiod was approximately 13 hours, that happened in 09/02/2007 in Pato
Branco-PR. This results determines that the crop time for cultivar Artemis, in Pato
Branco-PR will be in the second fortnight of the month of March. The largest biomass
income in that experiment happened in the planting of 27/07/2007, 231 days after the
transplant, but it is recommended to take care with the frost that can happen until the
first fortnight of September, suggesting choose for the transplant in the second
fortnight of September, period free from frost in the area. The largest artemisinin
tenor (0,88% in dry matter leaves) was obtained in the times that more they
vegetated to field due to the largest biomass production. Besides this experiment, a
second experiment was developed to determine the allellopathic effects of this
species on lettuce seeds and wild poinsetia. The aqueous extract was prepared
starting from fresh leaves in the proportion of 1 L of water distilled for 250 g of the
material, after, the extract was filtrate and centrifuged, being used the sobrenadante.
The following concentrations of the extract were used: 100%, 75%, 50%, 25% and
0% (distilled water). They were analyzed the variables germinability, germination
velocity, germination time, length of the radicle and weight of the dry matter of the
seedlings. Aqueous extracts of A. annua is allellopathic on the germination and
development of lettuce and wild poinsettia seedlings.

Keywords: Annual wormwood. Photoperiodism. Flowering. Crop time. Allellopathy.
Inhibition of the growth. A. annua.
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1 INTRODUGCAO

O continente mais atingido pela malaria é o Africano, com mais de 80%
das mortes mundiais. Nas Américas, 14% da populacao vive em areas de risco de
transmissao do parasita, sendo a América do Sul a area onde ha maior transmissao
da malaria (WHO, 2005; WHO, 2006). No Brasil, 99% dos casos ocorrem na regiao
amazénica (JUNIOR, 2006). A malaria é transmitida pela picada da fémea do
mosquito Anopheles e pode ser causada pelos protozoarios, Plasmodium
falciparum, P. ovale, P. vivax e P. malariae. A infecgdo mais grave é a causada P.
falciparum (WHO, 2005; WHO, 2008).

Os tratamentos quimicos utilizados para os infectados pelo protozoario
sdo limitados, sendo a quinina, a tetraciclina e a cloroquina os mais utilizados
(BLOLAND, 2001). O maior empecilno encontrado na utilizagdo destes
medicamentos é a resisténcia do parasita aos mesmos, principalmente o P.
falciparum. A principal alternativa encontrada no tratamento contra parasitas
resistentes é a utilizacdo da terapia combinada com artemisinina, uma lactona
sesquiterpénica proveniente da planta Artemisia annua (WHO, 2005).

A. annua é originaria da China (FERREIRA et al., 2005) e a descoberta
do agente antimalarico deu-se em 1967 (FIGUEIRA, 1998). Devido a importancia da
planta como Unica fonte de artemisinina economicamente viavel, em muitos paises
com ocorréncia de casos de malaria, existem esforcos na introducéo e aclimatacao
de A. annua, visando seu cultivo comercial para a producdo de fitofarmacos. Os
estudos existentes sobre a ecofisiologia da A. annua cultivar Artemis no Brasil séo

limitados.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Gerar tecnologias de cultivo para A. annua cultivar Artemis de maneira
a favorecer a producdo de biomassa e de artemisinina e determinar o efeito

alelopatico dessa espécie.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar, em campo, o fotoperiodo critico € o numero de ciclos
fotoindutivos aproximados para A. annua cultivar Artemis, nas condi¢ées de Pato
Branco-PR.

Determinar a melhor época de plantio e colheita para A. annua cultivar
Artemis em Pato Branco-PR.

Determinar o efeito alelopatico do extrato aquoso de folhas de A. annua

sob a germinacao de sementes e o desenvolvimento de plantulas de alface e leiteiro.
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3 CARACTERIZAGCAO DO PROBLEMA E JUSTIFICATIVA

O clima do Sul do Brasil é semelhante ao do centro de origem da
A. annua (China), regides de clima subtropical e temperado. Os melhores
rendimentos de artemisinina, em torno de 1% foram obtidos na Regido Sul, em torno
de 1% (MARCHESE, 2006a). Dados obtidos por este autor, com o cultivar CPQBA
2/39x1V de A. annua, trouxeram informacées quanto a resposta fotoperiddica desta
espécie, além das épocas de plantio e colheita. Marchese (2006a) concluiu que esta
planta pode tornar-se uma opg¢ao para o0 pequeno produtor diversificar a renda em
sua propriedade, comercializando a biomassa para a industria farmacéutica. Assim,
h& necessidade da execucdo de mais experimentos com diferentes cultivares de A.
annua nas condicdes locais de Pato Branco-PR.

Perante as Américas, o Brasil é o pais que apresenta o maior indice de
casos de malaria das Américas (WHO, 2006). Os tratamentos quimicos utilizados
para os infectados com o protozoario sao limitados, pois o parasita esta resistente a
cloroquina, quinina e tetraciclina, principalmente o P. falciparum (BLOLAND, 2001).
Assim, no momento, a melhor alternativa para o tratamento da maléria é a Terapia
Combinada com Artemisinina (TCA), que se apresenta efetiva contra todas as cepas
do parasita (ENSERINK, 2005; WHO, 2005; WHO, 2008).

As demandas por TCA aumentaram de seis milhdes em 2005 para 49
milhées em 2006 (WHO, 2008). Além do aumento da demanda por TCA, ha relatos
na literatura que indicam que a molécula artemisinina apresenta diversas atividades,
como anti-cancer (POSNER et al., 1999; SINGH & LAI, 2004; EFFERTH, 2005; LAl
& SINGH, 2006), larvicida (SHARMA et al., 2006), inseticida para Xanthogaleruca
luteola (SHEKARI et al.,, 2008), anti-fungica (LIU et al.,, 2001), antimicrobiana
(EFFERTH et al.,, 2008), herbicida e alelopatica (DUKE et al., 1987; CHEN &
LEATHER, 1990; BACGHI et al.,, 1997a; DAYAN et al., 1999; DELABAYS et al.,
2008), além da acao contra parasitas que afetam a saude humana e animal, como
Coccidia spp. (ALLEN et al., 1997), Leishmania spp. (YANG & LIEW, 1993) e
Neospora caninum (KIM et al., 2002). Isto possivelmente aumentara a demanda por
plantas de A. annua e/ou artemisinina.

Além das possibilidades de aumento da demanda ja citadas, no ano de
2008 o Laboratério Estatal Farmanguinhos, ligado a Fundacdo Oswaldo Cruz, apds
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estudos de eficacia, seguranca e padronizacdo, lancou um medicamento para
combater a malaria que seré distribuido na América Latina e na Asia. Assim, havera
demandas pelo Ministério da Saude para a producao do fitofarmaco a nivel nacional
(ULTIMO SEGUNDO, 2008).

A melhor forma para se obter a artemisinina é através de plantas de A.
annua (WOERDENBAG et al., 1991; FERREIRA & JANICK, 1996; GELDRE et al.,
1997; DELABAYS et al., 2001), devido aos baixos rendimentos e altos custos via
sintese quimica da molécula (CHAN et al., 1995; GELDRE et al., 1997).

Um dos gendtipos de Artemisia mais estudados em Pato Branco-PR é
o CPQBA 2/39x1V, que apresentou localmente um elevado teor de artemisinina na
biomassa foliar seca (1%) e elevados rendimentos de biomassa foliar e artemisinina
por hectare (MARCHESE, 2006a), quando comparado ao ano de maior producao
em Campinas-SP, outro centro de pesquisa desta planta no Brasil. Outros genétipos
sao citados na literatura por apresentarem altos teores de artemisinina na biomassa
foliar seca, como a cultivar Artemis - 1,4% na biomassa seca e um rendimento de 38
kg ha” da molécula, quando cultivada na Suica (DELABAYS, 1997; DELABAYS et
al., 2001), o que justifica testar este material em Pato Branco-PR. No Brasil, esta
planta ainda é considerada exotica, havendo pouca literatura nacional sobre seu
cultivo.

Na area de bioprospeccdo ha busca por recursos bioldgicos e/ou
produtos derivados com finalidades de exploracdo comercial para industria, menos
impactantes ao ambiente, sendo a A. annua, a artemisinina e seus derivados,
produtos potenciais para esta finalidade, como descritos por Duke et al. (1987);
Chen & Leather (1990); Bacghi et al. (1997); Dayan et al. (1999); Delabays et al.
(2008), os quais citam a atividade alelopatica dessa espécie. Justifica-se testar
A. annua em plantas de alface (Lactuca sativa L.), ja que sao consideradas plantas
testes em estudos de alelopatia e leiteiro (Euphorbia heterophylla L.), que € uma

planta daninha de grande importancia em nossa regiao.
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4 REVISAO DE LITERATURA

Os principais sintomas da malaria, considerada a mais importante
doenca parasitaria mundial (RATH et al., 2004) sdo inespecificos: dores de cabeca,
fadiga, febre, nauseas e calafrios séo tipicos (WHO, 2005). Estes sintomas sao
decorrentes de imensa destruicdo de hemacias, com descarga de substancias
imunogénicas tdxicas na corrente sanguinea, sendo este, o fim de cada ciclo
reprodutivo do parasita Plasmodium, apds ser transmitido pela picada da fémea do
mosquito Anopheles (WHO, 2008). As espécies encontradas no Brasil sdo: P.
falciparum, P. ovale, P. vivax e P. malariae (WHO, 2008).

A infeccdo mais grave, que apresenta sintomas adicionais como
desmaios, convulsoes, delirios, hemorragia e infarto é a causada pelo P. falciparum,
denominada malaria maligna. Além dos sintomas adicionais, ha probabilidade de
ocorrer danos renais e hepaticos, causando deficiéncias mentais e coma seguidos
de morte ou danos mentais irreversiveis. As formas de malaria causadas pelas
outras espécies, conhecidas como benignas sdo geralmente debilitantes, raramente
chegando a 6bito (WHO, 2005).

A maléaria é encontrada em regides tropicais de todos os continentes e

em muitas regides subtropicais, como demonstrado na Figura 01.
PR o, A

Figura 01 - Distribuigdo mundial das areas potenciais, livres e onde ocorre e transmissdo da malaria.
Fonte: WHO (2005).
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Metade da humanidade vive em regides endémicas, totalizando 109
paises, sendo que destes, 45 estdo localizados na Africa. Em 2006, em torno de 3,3
bilhdes de pessoas viviam em areas que apresentaram algum risco de transmissao
de malaria e destes, 1,2 milhdes de pessoas viviam em areas de alto risco e 2,1
milhbes em éareas de baixo risco (WHO, 2008). A estimativa mundial de ocorréncia
da doenga é em torno 247 milhdes de casos, onde 91% ou 230 milhdes sdo por P.
falciparum. Em torno de 2 milhdes de mortes ocorrem a cada ano, onde 85% dos
Obitos sado criancas com menos de 5 anos de idade (WHO, 2005; WHO 2008).
Kakkilaya (2006) ressalta que os Obitos anuais provenientes de pessoas acometidas
por maléria, podem ser comparados com os gerados pelo HIV em quinze anos.

O continente mais atingido pela doenga € o Africano (Figura 01), sendo
o responsavel por 80% dos casos registrados e 90% das mortes mundiais por
malaria, podendo este indice ser explicado pelo fato de que o parasita mais
comumente encontrado é o P. falciparum. Neste continente, 66% da populagao vive
em areas de risco (WHO, 2006). Em 2007, ocorreram em torno de 20 milhdes de
casos de malaria na Africa, com 30 mil mortes (WHO, 2008). Ja a realidade no
continente Asiatico € oposta, menos de 15% das mortes globais ai ocorrem e 49%
da populacdo esta em areas potenciais para contrair a doenca. Nas Américas, 14%
da populacéo vive em area potencial de contaminacao (WHO, 2005).

A América do Sul, perante as Américas, € a regiao que apresenta a
maior porcentagem de transmissao da malaria. Especificamente no Brasil, 99% dos
casos ocorrem na regido amazonica (JUNIOR, 2006). No ano de 2007 ocorreram
458 mil casos com 64 dbitos (WHO, 2008). Apesar da reducao de 25% no namero
de casos de 2005 para 2007, ha dificuldades na manutencao das estratégias para o
controle da malaria (WHO, 2008). Vale ressaltar que o Brasil, nas Américas é o pais
que apresenta o maior numero de casos de malaria, totalizando 40% da ocorréncia
mundial (WHO, 2006).

Na Amazbnia Legal, a maior parte dos casos de malaria € devida ao P.
vivax. Mas, € preocupante o incremento do percentual de casos de malaria causada
por P. falciparum, o que favorece a ocorréncia de formas graves e O&bitos
provenientes deste parasita. Entre 1999 e 2005, houve aumento de 33,9% de
malaria causada por P. falciparum, o que reforca a atengdo dos 6rgdaos competentes

para com os métodos de controle. Assim, no ano de 2005, os casos de internacao
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de malaria acometidos pelo P. vivax foram de 36%, em contrapartida aos 33% pelo
P. falciparum (JUNIOR, 2006).

Os tratamentos quimicos utilizados para os infectados pelo protozoario
sdo limitados, sendo a quinina, seus derivados, a combinacdo de medicamentos e a
tetraciclina os mais utilizados (BLOLAND, 2001). O maior empecilho encontrado na
utilizagdo destes medicamentos é a resisténcia do parasita a cloroquina, quinina e
tetraciclina, principalmente o P. falciparum. Segundo OPS (2001), em algumas
localidades da Amazdnia, em 20% dos casos o tratamento empregado é ineficiente.

As principais combinacdes eficientes utilizadas s&o o artesunato e o
arteméter associados a tetraciclina ou mefloquina (SALCEDO et al., 1997; ALECRIM
et al., 2003). A utilizacdo de derivados da artemisinina apresenta poucos efeitos
colaterais, mas quando usada isoladamente, a porcentagem de cura é baixa
(SALCEDO et al., 1997). Assim, com os empecilhos citados para a utilizacao destes
farmoquimicos no tratamento da enfermidade, a principal alternativa encontrada é a
utilizacdo de derivados da artemisinina, uma lactona sesquiterpénica, proveniente de
A. annua. A descoberta de que a artemisinina era eficaz contra a maléria, deu-se em
1967 por pesquisadores chineses (FIGUEIRA, 1998).

A forma de tratamento mais efetivo contra a malaria causada pelo P.
falciparum é a TCA (terapia combinada com artemisinina), que é de 10 a 20 vezes
mais cara que a terapia com cloroquina (WHO, 2005). Esta terapia produz rapida
reducdo da parasitemia e dos sintomas, reduzindo em cada ciclo assexual,
aproximadamente 10.000 parasitas, numero elevado quando comparado aos
tratamentos antimalaricos corriqueiros, que reduzem de 100 a 1.000 parasitas por
ciclo (WHO, 2008). A TCA ¢ utlizada para retardar o aparecimento da
multirresisténcia, aumentando a porcentagem de cura e a eficiéncia dos derivados
da artemisinina.

A partir de 2006, houve um incremento significativo na distribuicao de
TCA no mundo e somente quatro paises ndo aderiram a utilizacido até o momento
(WHO, 2008). Estimou-se, no ano de 2006, que a demanda por TCA seria de 266
milnées de doses, sendo a producdo por hectare de 25.000 doses, com
aproximadamente 11.000 hectares de area necessaria para suprir esta necessidade
(NAS, 2004 citado por FERREIRA, 2007).

Os derivados da artemisinina: diidroartemisinina, arteéter, arteméter e

artesunato de sédio (Figura 02) apresentam alta eficiéncia de cura nas combinacdes
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realizadas, devido a rapida agdo que possuem, negativando a parasitemia. Assim, a
associacdo com outros medicamentos de acao lenta (mefloquina e tetraciclina)
devem ser utilizados conjuntamente para ndo haver possivel recrudescéncia
(ALECRIM et al., 2003).
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Figura 02 - Artemisinina e seus derivados semi-sintéticos. Fonte: Marchese (2006a).

A. annua pertence a familia Asteraceae, que é a maior € mais dispersa
familia do reino vegetal, compreendendo aproximadamente 23.000 espécies e mais
de 1.500 géneros (SCHIMIDT, 1999). Essa planta é originaria de uma regiao de
clima temperado, com altitude entre 1.000 e 1.500 metros na China (FERREIRA et
al., 2005) e é cultivada a mais de quinze séculos no pais de origem (FIGUEIRA,
1998). A. annua é uma planta aromatica, de fecundacao cruzada (GALAMBOSI,
1980), multiplica-se por sementes ou vegetativamente (MAGALHAES, 1996),
apresenta crescimento determinado e pode atingir até 3 metros de altura (GUPTA et
al., 2002; MARCHESE, 2006a). Por apresentar este tipo de crescimento, quando
nao ocorre a inducgao floral, a planta vegeta indefinidamente, com crescimento em
altura e producdo de entrends linearmente. Ja, quando ocorre a inducao floral, ha
um rapido aumento na altura das plantas e no nimero de entrends, sendo esse
crescimento paralisado durante a floracao e, ao final da floracédo, ocorre a producao
de sementes e inicia-se a fase de senescéncia das plantas (FERREIRA et al., 1994;
MARCHESE et al., 2002; MARCHESE, 2006a).
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No Brasil, os pioneiros na introducdo de A. annua foram o0s
pesquisadores do CPQBA/UNICAMP, em 1987 (FIGUEIRA, 1998). Magalhées et al.
(1997) selecionaram materiais de populacbes base, onde o rendimento era de
apenas 5 kg ha™' de artemisinina e implementaram um programa de melhoramento
genético, aumentando a biomassa e o teor de artemisinina, chegando a produzir 25
kg ha™ da molécula.

A via da biossintese da molécula de artemisinina ainda nao esta
completamente elucidada. Os sesquiterpenos sao formados a partir da ligagédo de
trés moléculas do Acetil-CoA e uma série de etapas; inicialmente, é formado o &cido
mevalbnico — importante intermediario de seis carbonos — que é pirofosforilado,
descarboxilado e desidratado para produzir o isopentenil difosfato (IPP). O IPP e seu
isbmero, o dimetilalil difosfato (DMAPP), reagem e formam o geranil difosfato (GPP),
que é uma molécula de 10 carbonos, originando 0s monoterpenos; em seguida, o
GPP liga-se a outra molécula de IPP, formando um composto de 15 carbonos, o
farnesil difosfato (FPP), sendo o precursor dos sesquiterpenos (TAIZ & ZEIGER,
2004; WEATHERS et al., 2006). A partir da producao do FPP, a primeira etapa é a
ciclizacgdo do mesmo, originando os precursores até a formacdo do &cido
diidroartemisininico para posterior formacdo da artemisinina (Figura 03)
(WEATHERS et al., 2006). Acredita-se que a rota do acido meval6nico ocorra no
citosol (WEATHERS et al., 2006) e que os terpenos sao sintetizados nas células dos
tricomas e armazenados no espaco extracelular que se forma quando a cuticula e
uma parte da parede celular separam-se do restante da célula (glandulas capitatas)
(TAIZ & ZEIGER, 2004).
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Figura 03 — Esquema simplificado da biossintese de terpenos. Fonte: Adaptado de Weathers et al.
(2006).

Ferreira & Janick (1995), Ferreira et al. (2005) e Delabays et al. (2001)
detectaram as maiores concentracdes de artemisinina nas folhas e inflorescéncias
de plantas de A. annua. Nao ha relatos para a presencga dessa molécula nas raizes,
porém, sementes podem apresentar o composto quando resquicios florais se
apresentam em mistura (FERREIRA et al., 1995). A artemisinina € acumulada nos
tricomas glandulares (DUKE et al., 1994; FERREIRA, 1994; ZHANG et al., 2006)
presentes na superficie das folhas, corola, receptaculo floral e caules, justificando a
auséncia da molécula de artemisinina em raizes e sementes. Em diferentes
cultivares de A. annua foram observadas concentracbes entre 0,02 e 1,4% de
artemisinina na matéria seca das folhas (DELABAYS et al., 2001; FERREIRA, 1994;
FERREIRA et al., 2005); essa variacao nas concentracdes de artemisinina pode ser
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explicada pela existéncia de quimiotipos de A. annua em fungdo da origem
geografica (WALLAART et al., 2000) e/ou do método de extracdo e analise
(CHARLES et al., 1990; DELABAYS et al., 2001). Charles et al. (1990) encontraram
88,9% da artemisinina total da planta nas folhas, estando os 11,1% restantes
presentes nas gemas florais.

Quanto ao acumulo de artemisinina, ha controvérsias na literatura.
Acton et al. (1985), Liersch et al. (1986), Charles et al. (1990) e Woerdenbag et al.
(1991) reportam que o maior acumulo da molécula artemisinina ocorre na fase de
pré-floracdo, no entanto, Pras et al. (1991), Morales et al. (1993), Ferreira (1994),
Laughlin (1995), Ferreira & Janick (1996) e Marchese (2006a) enfatizam que o maior
acumulo da artemisinina ocorre durante a floracdo. Apesar desses resultados
indicarem que a molécula de artemisinina pode estar relacionada com a indugao
floral nessa espécie, autores afirmam que a mesma ndo esta diretamente
relacionada com a inducgao floral de A. annua. Marchese et al. (2005) aplicaram
diferentes concentragdes de artemisinina exogenamente em plantas de A. annua
submetidas a dias longos e ndo observaram a inducéo do florescimento nas plantas
testadas. Wang et al. (2004) transformaram geneticamente plantas de A. annua
através da insercdo, em seu genoma, do fator promotor de florescimento fpf1 de
Arabidopsis thaliana e nao observaram relacdao direta entre florescimento e o
conteudo de artemisinina, quando comparadas com plantas de A. annua nao-
transformadas.

Marchese (2006a) observou decréscimo acentuado no teor de
artemisinina nas folhas das plantas na 42 semana ap6s o inicio do florescimento.
Laughlin (1993) e Wang et al. (2004) também verificaram decréscimo no contetdo
de artemisinina durante a fase reprodutiva. Isto indica que a colheita deve ser
realizada pouco tempo apds o inicio do florescimento. Marchese (2006a) indica que
a colheita deve ser realizada até trés semanas apds o florescimento. O conteudo de
artemisinina se mantém durante todo o estagio vegetativo, sendo influenciado pelo
estagio de desenvolvimento das folhas. A correlacdo entre o conteddo de
artemisinina e a densidade das glandulas capitatas (tricomas) € proximo de um
(ZHANG et al., 2006).

A Dbiossintese de metabdlitos secundarios é geneticamente
determinada e influenciada por aspectos fisiol6gicos e ambientais (bidticos e
abidéticos). Marchese (1999) afirma que plantas de A. annua com 84 dias submetidas
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a deficiéncia hidrica (DH) moderada apresentaram um aumento nos teores de
artemisinina em relagcdo aos seus controles, enquanto que plantas de 147 dias
submetidas a DH nao apresentaram diferencas nos teores da molécula. Charles et
al. (1993) nao verificaram relacao entre teor de artemisinina e DH prolongada. Estes
resultados provavelmente ocorreram devido aos distintos estadios fenoldgicos
(ontogenia) ou idade em que as plantas encontravam-se e indicam que estresses
moderados em curtos periodos de tempo afetam a producdo do metabdlito
secundario artemisinina. No entanto, o aumento dos teores de artemisinina nos
tratamentos com DH foram anulados por uma redugdo na massa seca foliar, ndo
resultando em maiores rendimentos de artemisinina por planta (MARCHESE, 1999).

Quanto a aplicacdo de ativadores de defesa quimica, ASM e
HARPINA, Marchese (2006b) ndo obteve aumento nos teores da molécula de
artemisinina e seus analogos, sugerindo que estes compostos terpénicos podem
nao estar diretamente envolvidos nos processos de defesa quimica contra
patégenos das plantas de A. annua.

Substancias reguladoras de crescimento em A. annua foram testadas
por Abdin et al. (2002), que relataram varios experimentos utilizando acido
indolacético, acido giberélico (GA3), triacontanol e clormequat, todavia, nenhuma
apresentou efeito indutor ao florescimento. Zhang et al. (2005) relataram que a
aplicacdo exégena de GA; em A. annua nao induziu seu florescimento, mas
aumentou significativamente o teor de artemisinina.

Quitério (2006) testou a inoculagdo de fungos micorrizicos (Glomus
macrocarpum) em plantas A. annua, que promoveram aumento no teor e acumulo
de artemisinina. Kapoor et al. (2007) testou a inoculacdo com micorriza e a utilizacéo
de adubacéo fosfatada. A inoculacdo de micorriza arbuscular demonstrou agregacao
na concentragdo de artemisinina, no entanto, plantas ndo micorrizadas, mas com
aplicacao de fésforo também incrementaram a concentracao de artemisinina quando
comparada com a testemunha, mas neste caso o incremento foi menor quando
comparado a plantas micorrizadas, tanto com a aplicagdo ou omissao de fésforo.
Isto sugere que o incremento na concentracdo de artemisinina pode n&o estar
diretamente relacionado com o aumento da nutricao fosfatada.

Ferreira (2007) em experimento avaliando a deficiéncia nutricional e a
producéo de artemisinina concluiu que o tratamento com omissao de K aumentou a
concentracao de artemisinina em 75,5% quando comparado ao que recebeu solugcéo
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completa, visto que a producgéo de folhas foi reduzida em 69,5% quando comparado
ao tratamento com solugcdo completa. Estes dados demonstram que o rendimento de
artemisinina est4 mais associado aos ganhos em biomassa foliar do que ao teor de
artemisinina nas folhas.

Ha na literatura controvérsias sobre a resposta fotoperiddica de plantas
de A. annua. Marchese (2006a) cita que A. annua apresenta resposta fotoperiédica
de plantas de dias curtos obrigatéria. No entanto, Magalhdes et al. (1997)
consideram A. annua uma planta de dias intermediarios. Marchese (2006a) realizou
testes em campo e em camaras fotoperiddicas, trazendo uma confirmacdo da
resposta fotoperiddica desta espécie, como planta de dias curtos obrigatéria. Plantas
de A. annua florescem entre duas (FERREIRA, 1994; ZHANG et al., 2005) e quatro
semanas (MARCHESE et al., 2002; MARCHESE, 2006a) apds receberem estimulo
de dias curtos, sob fotoperiodo indutivo (MARCHESE & FIGUEIRA, 2005).

Marchese (2006a) em experimento realizado para obtencdo da época
ideal de plantio para o cultivar CPQBA 2/39x1V, avaliou a produgao de biomassa e 0
teor de artemisinina nas condi¢cdes de Pato Branco-PR, Brasil (26°07’S e 52°41'W —
760m de altitude), obtendo 3.045,1 kg ha™' de matéria seca de folhas e o rendimento
de artemisinina de 30,38 kg ha'. O ciclo das plantas foi de 165 dias, sendo
recomendado o plantio na segunda quinzena de setembro ou no inicio de outubro —
devido as geadas extemporaneas ocorridas na regido — e a colheita em marco.
Pode-se generalizar, através de experimentos realizados em ambos os hemisférios
(Norte e Sul), de que a época ideal de plantio é a primavera e a colheita no outono
(Figura 04).
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Figura 04 - Epocas de plantio (primavera) e colheita (outono) em fungdo do fotoperiodo anual em
diferentes locais de cultivo de A. annua nos hemistérios Sul (5°S = Teresina-Pl; 22°S = Campinas-SP;
26°S = Pato Branco-PR; 43S = Tasmania, Australia) e Norte (47°N = Bulgaria; 40°N = West
Lafayette, IN, EUA e 26°N = Lucknow, India). Fonte: Marchese (2006a).

Quando comparadas as producdes de biomassa de Pato Branco-PR e
Campinas-SP, a de Pato Branco-PR é superior, possivelmente devido ao
mecanismo fotossintético da planta e as temperaturas mais amenas na regiao Sul do
Brasil. Esta espécie € proveniente de clima subtropical e temperado, similares ao Sul
do Brasil. O mecanismo fotossintético desta espécie foi estudado por Marchese et al.
(2005), que concluiu que A. annua possui metabolismo fotossintético tipo C3, sendo
adaptada a temperaturas mais amenas, devido ao efeito fisiolégico da
fotorespiracao.

Nessa familia foram identificadas mais de 4.000 lactonas
sesquiterpénicas, um dos maiores grupos de metabdlitos secundarios de plantas, os
quais vém recebendo consideravel atencao nas ultimas décadas por possuirem uma
larga variedade de atividades biolégicas, e que aparentam ter um excepcional valor
ecoldgico para as plantas que sintetizam essa classe de moléculas, responsaveis

pelo sucesso evolucionario desta familia. Acredita-se que a maioria desses
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compostos exerce sua atividade alelopatica através de um mecanismo quimico de
acao comum que é a alquilagdo de moléculas organicas. Um grande numero de
enzimas e outras macromoléculas essenciais sao inibidas por lactonas
sesquiterpénicas, usualmente, em baixas concentracées (SCHIMIDT, 1999). Como a
maioria das espécies da familia Asteraceae, A. annua também produz lactonas
sesquiterpénicas, principalmente a artemisinina. Esta lactona sesquiterpénica
apresentou atividade alelopatica, atuando sobre diferentes espécies, em trabalhos
desenvolvidos por Duke et al. (1987), Chen & Leather (1990), Bagchi et al. (1997a),
Dayan et al. (1999) e Delabays et al. (2008).

Apesar dos estudos existentes sobre a ecofisiologia da A. annua no
Brasil, fatores do ambiente afetando a producdo de biomassa e de artemisinina
(MAGALHAES et al., 1997; MARCHESE, 1999; MARCHESE & REHDER, 2001;
MARCHESE et al., 2002; MARCHESE, 2006a; MARCHESE, 2006b) e a conducgéao
agronémica dos campos de producao, pouca informacao é encontrada na literatura,

se compararmos com outras espécies cultivadas.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 DEFINICAO DA EPOCA DE PLANTIO E COLHEITA, E PRODUGCAO DE
MATERIA SECA E ARTEMISININA DE A. annua CULTIVAR ARTEMIS

O experimento para definicdo da época de plantio e colheita para
A. annua cultivar Artemis foi conduzido em campo durante os anos de 2007 e 2008,
na area experimental da UTFPR (Universidade Tecnolégica Federal do Parana),
localizada na cidade de Pato Branco-PR, em latitude 26°07' S, longitude 52°41' W,
altitude de 760m e clima subtropical umido (Cfa), segundo classificacdo de Képpen
e, 0 solo da area é classificado como Latossolo Vermelho aluminoférrico de textura
argilosa, situado em relevo suave ondulado (EMBRAPA, 1999).

Sementes de A. annua cultivar Artemis obtidas do Centro de Pesquisa
de Plantas Medicinais e Aromaticas — MEDIPLANT, na Suiga, foram semeadas em
tubetes contendo substrato organico esterilizado. As mudas provenientes do cultivo,
com aproximadamente 60 dias ou 15 cm foram mantidas em casa de vegetacao, sob
condicao de fotoperiodo de 15 horas em estufa (a luz natural foi complementada
com luz artificial), para evitar o florescimento das mesmas.

No plantio a campo, o delineamento experimental foi o de blocos ao
acaso, com quatro repeticées, sendo que cada repeticao ou parcela experimental foi
constituida de 25 plantas, com espacamento entre plantas de 0,60 m na linha de
plantio e 1,00 m nas entre linhas. Os tratamentos foram 06 diferentes épocas de
plantio (Tabela 01) em sistema plantio direto. As médias das repeticdes nos
tratamentos foram submetidas a analise de varidncia e a comparagédo de médias foi
realizada através do teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro no programa
Statgraphics Plus® 4.1 e as andlises de regressdao e os graficos no programa
SigmaPlot® 10.0.
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Tabela 01 - Datas de semeadura e plantio da cultivar Artemis de A. annua em Pato Branco-PR, Brasil
(26°07'S e 52°41'W — 760 m alt.). UTFPR, Campus Pato Branco, 2008.

Mas /ano 12 época 22 época 32época 42época 5%época 62época

10/2006 S
11/2006
12/2006
01/2007 P S
02/2007 P S
03/2007* -
04/2007
05/2007 P S
06/2007
07/2007 P S
08/2007
09/2007
10/2007 p S
11/2007
12/2007 P
01/2008
02/2008
03/2008* -

S = data de semeadura; P = data do plantio no campo; * possivel época de colheita segundo Marchese (2006a).

Na Tabela 02 apresenta-se a caracterizagdo quimica do solo da area
experimental, na camada de 0,00 a 0,20 m de profundidade, antes da instalagéo do
experimento. Efetuou-se apenas correcao de acidez, elevando a saturacao de bases

para 65%.

Tabela 02 - Caracterizagao do solo da area experimental. UTFPR, Campus Pato Branco, 2008.

Matéria Saturacao de
Organica P K* Al**  Ca*® Mg® pH Bases
% —-mg dm™ - --- cmol dm™ - CaCl, %
6,30 463 187,68 0,63 3,60 2,11 4,40 35,84

Quando do inicio da emissdo dos botdes florais, diariamente, foram
avaliados o numero de plantas que iniciaram a emissdao dos botdes florais. O
fotoperiodo critico e 0 numero de ciclos fotoindutivos aproximados para o cultivar
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Artemis foram calculados segundo Marchese (2006a). Nas nove plantas centrais de
cada tratamento, descartadas as das bordaduras, semanalmente, foi medida a altura
das plantas. Essas mesmas nove plantas foram colhidas para a determinacédo da
massa seca de folhas e caules, relacao folha/caule e teor de artemisinina na massa
seca de folhas, quando 50% das plantas da parcela iniciaram a emissao dos botdes
florais. Estas plantas foram cortadas rente ao solo e colocadas para secar até peso
constante em estufa com circulacao de ar a temperatura de 35°C, de acordo com
Figueira & Sartoratto (1997), que sugerem temperaturas de no maximo 40°C para a
secagem de A. annua. Na determinacdo da massa seca de folhas e caules e relacéao
folha/caule pesou-se em separado cada uma das nove plantas da parcela. Ja, para
a determinacdo do teor de artemisinina na massa seca de folhas foi feita uma
amostragem na parcela. Para o célculo da producao por hectare de artemisinina,
multiplicou-se a biomassa seca de folhas ha™ pelo teor de artemisinina do respectivo
tratamento.

A determinagdo do teor de artemisinina nas folhas foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de indice de refracdo. O
material vegetal foi seco a 35 °C em estufa com ventilacdo forcada e moido. A
extragdo das amostras foi realizada em Ultra Turrax marca Quimis, utilizando-se
0,59 de folhas secas, em duplicatas, com 5 mL de metanol, por 3 minutos, 1000 rpm,
a temperatura ambiente. O processo foi repetido por mais trés vezes. Os extratos
foram filtrados a vacuo em funil de placa porosa e evaporados a secura. Apds a
evaporagao, dissolveram-se as amostras com 2 mL de diclorometano. Em seguida,
eluiu-se com 3mL de hexano e 60 mL de diclorometano, coletando as fracdes
separadamente, através de cartuchos de Florisi® que foram conectados ao
Manifold®. A fragdo de diclorometano foi evaporada a secura e ressuspendida com
5 mL de metanol grau CLAE, em baldo volumétrico. As amostras foram filtradas em
membranas MILLEX® produto JBR6 10222 de 0,45 um descartaveis e analisadas
por cromatografia liquida de alta resolucdo com detector de indice de refracao.
Injetou-se 20 pL da amostra, o pico entre 7,8-8,4 minutos correspondeu a
artemisinina. As andlises foram realizadas com CLAE WATERS modelo 515
acoplada a detector de indice de refragio WATERS modelo 2414; temperatura
interna do detector 35 °C e volume de injegdo 20 pL. Os dados cromatograficos
foram analisados usando software do equipamento Empower-Waters. Ultilizou-se



30

coluna CN 100Ao0, Agilent (250 mm x 4,6 mm x 5 um); fase mdvel metanol:agua
(40:60 v/v) e vazao de 1 mL/min.

5.2 EFEITO ALELOPATICO DE A. annua L. NA GERMINAGCAO E
DESENVOLVIMENTO INICIAL DE PLANTULAS DE ALFACE (Lactuca sativa L.) E
LEITEIRO (Euphorbia heterophylla L.)

O experimento foi realizado no Laboratério de Bioquimica e Fisiologia
Vegetal da Universidade Tecnolégica Federal do Parana (UTFPR), Campus Pato
Branco. Foram coletadas folhas de planta adulta de A. annua, cultivar Artemis, em
novembro/2007.

Para a obtencao do extrato aquoso, foram trituradas 250 g de folhas
frescas em 1 L de agua destilada, com o auxilio de um liquidificador, por um minuto.
Filtrou-se o extrato, e em seguida centrifugou-se por 5 min a 3.000 rpm. Retirou-se o
sobrenadante, considerado a concentracao de 100%. A partir deste, foram feitas
diluicbes com agua destilada para 75%, 50% e 25%. Os efeitos das quatro
concentracdes foram comparados com o de agua destilada, considerada como
controle (0%).

Nos bioensaios de germinagao foram realizadas quatro repeticbes de
25 sementes de alface e de leiteiro, distribuidas equidistantemente em placas de
Petri (d= 9 cm) contendo trés discos de papel-filtro (Whatman n® 1). Cada placa
recebeu 4 mL do extrato do respectivo tratamento, antes da semeadura. Para evitar
a evaporacao dos extratos, selaram-se as placas com filme de PVC. Os discos de
papel filtro foram mantidos umidos com agua destilada, quando necessario. Apés, as
placas de Petri foram levadas para camaras climatizadas com temperatura de +25
°C e fotoperiodo de 12 horas e #27 °C e 24 horas, para sementes de alface e de
leiteiro, respectivamente.

As avaliacdes foram realizadas as 48, 72, 96, 120 e 144 horas apos a
semeadura. Procedeu-se a contagem das sementes germinadas e mediu-se 0
comprimento (mm) das raizes primarias das plantulas, onde se considerou a
distancia do colo da planta até o apice meristematico do sistema radicular (GATTI et

al., 2004), com a utilizacdo de papel milimetrado. Considerou-se germinada a
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semente que apresentava em torno de 5 mm de protusao radicular. As plantas foram
consideradas normais ou anormais, segundo as Regras para Analise de Sementes
do Ministério da Agricultura e Reforma Agraria (BRASIL, 1992).

Os célculos de germinabilidade (G), tempo médio (t) e velocidade de
germinacao (V) foram realizados conforme as férmulas (1), (2) e (3) citadas por
Labouriau & Valadares (1976):

Germinabilidade: G = (N/A).100 (1)
onde: G = germinabilidade (%); N = numero de sementes germinadas; A = numero
total de sementes colocadas para germinar.

Tempo médio de germinagdo: t = (Zniti) / Zni , (2)
onde: t = tempo médio de incubacgéo (horas); ni = nimero de sementes germinadas

por dia; ti = tempo de incubacgéo (dias).

Velocidade média de germinacéao: V = 1/t, (3)
onde: V = velocidade média de germinagdo (sementes germinadas hora™); t = tempo
médio de germinacao.

O delineamento utilizado foi um bifatorial inteiramente casualizado
(concentragdo x periodos de avaliacdo), com quatro repeticbes para cada
tratamento. Os valores de percentagem de germinacao foram transformados para

arcoseno +/x/100. Os resultados das avaliacbes foram submetidos a analise da
variancia. As variaveis que se mostraram homogéneas tiveram os tratamentos
avaliados pelo Teste F. Foram ajustadas regressées polinomiais para as
concentragdes de extrato e horas (variaveis independentes) com a variavel
dependente comprimento de radicula, buscando o modelo que melhor expressasse
esta relagdo. Foram testados modelos linear e quadratico e a escolha foi baseada na
significancia (p<0,05) e no coeficiente de determinacdo. Para as demais variaveis
dependentes avaliadas, utilizou-se comparacdo de médias através do teste de
Tukey a 5% de probabilidade de erro. O programa estatistico utilizado foi o
GENES®.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 DEFINICAO DA EPOCA DE PLANTIO E COLHEITA, E PRODUGAO DE
MATERIA SECA E ARTEMISININA PARA A CULTIVAR ARTEMIS DE A. annua

Na Tabela 03 nota-se que, para a maioria das épocas testadas, a
colheita foi realizada no més de margo, portanto, sob fotoperiodo indutivo. Este dado
corrobora com os dados de Marchese (2006a) e Laughlin (1993).

Tabela 03 - Datas de semeadura, plantio, colheita e dias de permanéncia das plantas a campo apés
o plantio da cultivar Artemis de A. annua em Pato Branco-PR, Brasil. UTFPR, Campus Pato Branco,
2008.

Mas /ano 12 época 22 época 32época 42época 5%época 62época

10/2006 S 16 - - - - -
11/2006 --- S - - - —
12/2006 --- S - - - —
01/2007 P 03 S12 - - - .
02/2007 --- P 28 S 13 --- - -
03/2007 C 16 - - - - —
04/2007 --- C 05 - - - .
05/2007 --- --- P 02 S14 - -
06/2007 --- --- Cc12 Sos - -
07/2007 --- --- --- P27 S 31 -
08/2007 --- - - - - —
09/2007 --- - - - - —
10/2007 - - .. - P 02 S 22
11/2007 --- S - - - —
12/2007 --- - - - — P 27
01/2008 --- - - - - —
02/2008 --- - - - - -
03/2008 --- --- --- C14 C14 C14
DAP 72 36 43 231 164 78

S = semeadura; P = plantio das mudas a campo; C = colheita, quando 50% das plantas iniciaram o florescimento; DAP = dias

apos o plantio.
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O numero de ciclos fotoindutivos (CF) encontrados a campo para a
cultivar Artemis de A. annua foi de 36 ciclos ou dias (Figura 05), dado esse
semelhante ao obtido por Marchese (2006a), no mesmo municipio, para o cultivar
CPQBA 2/39x1V, que foi de aproximadamente 28 dias. Marchese et al. (2002)
obtiveram em seus estudos, em ambiente controlado, 32 CF para o cultivar vietna e
14,75 CF para o cultivar chinés de A. annua. Ferreira (2004) reporta que o
florescimento para o cultivar chinés ocorre aproximadamente 14 dias ap6s plantas
de A. annua serem submetidas ao fotoperiodo critico. Estes dados sugerem que a
variagdo genotipica dos materiais utilizados reflete em respostas diferenciadas para
o numero de CF, pois existem quimiotipos de A. annua em funcao da origem
geografica do material (WALLAART et al., 2000).

Quanto ao fotoperiodo critico (FC), verificou-se a data de florescimento
da 12 época (16/03/2007) e subtraiu-se o numero de CF (36 ciclos), obtendo o
fotoperiodo critico, no qual o comprimento do dia foi de aproximadamente 13 horas,
em 09/02/07. Verificou-se que as plantas floresceram abaixo do FC, indicando que a
cultivar Artemis de A. annua apresentou uma resposta fotoperiddica de Planta de
Dias Curtos; para a afirmacao deste resultado, seria prudente um experimento em
camaras fotoperiddicas. Marchese (2006a) em estudos realizados em Pato Branco
(26% S), Parand, Brasil concluiu que o FC aproximado de 13,07 horas induziu o
florescimento do cultivar CPQBA 2/39 x 1V. Ferreira (1994) em West Lafayette (40°
N), IN, EUA, observou um FC aproximado de 13,5h e Bagchi et al. (1997b) em
Lucknow (262 N), india, concluiram que o fotoperiodo aproximado de 13,2 h induziu
o florescimento. Isso demonstra que independente do genétipo utilizado, o FC é
semelhante para qualquer material.

Os resultados de que o FC ocorreu na primeira quinzena de fevereiro,
determinou que a época de colheita para a cultivar Artemis, na regidao de Pato
Branco-PR, devera ser na segunda quinzena do més de marco. Assim, deve-se
realizar o plantio desta espécie o mais distante possivel do FC, pois apds o
florescimento, as plantas senescem rapidamente e o teor de artemisinina decai
(LAUGHLIN, 1993; WANG et al., 2004; ZHANG et al., 2005; MARCHESE, 2006a).
Por este motivo a colheita deve ser realizada nas fases de pré-floracdo ou floragéo,
onde aproximadamente 90% da artemisinina localiza-se nas folhas (CHARLES et al.,
1990; FERREIRA, 1994; MARCHESE, 2006a).
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Figura 05 - Fotoperiodo anual em Pato Branco-PR, Brasil (26°07' S, 52%41'" W e 760m) e
caracterizagao do florescimento de A. annua cultivar Artemis. FC = fotoperiodo critico; TP = plantio
para o campo; FL = emissdo de 50% botdes florais; CF = numero de ciclos fotoindutivos. UTFPR,
Campus Pato Branco, 2008.

Nota-se que houve atraso no florescimento da 42 época (Tabela 03),
pois quando foi realizado o plantio a campo, em 27/07/2007, as plantas
encontravam-se sob fotoperiodo indutivo e nao floresceram naquele ano, sendo a
colheita realizada somente em 14/03/2008. Nesta época de plantio, o fotoperiodo é o
menor encontrado durante o ano, em torno de 11 horas. Resultado semelhante foi
observado por Ferreira (1994), quando cultivou A. annua em dias curtos e algumas
plantas iniciaram o florescimento dois meses mais tarde as demais plantas testadas.
Este fenbmeno somente ocorreu no tratamento de 08 horas de fotoperiodo, o menor
fotoperiodo utilizado no experimento daquele autor. Todavia, em experimento
realizado por Marchese et al. (2002) utilizando a mesma cultivar € o menor
fotoperiodo de 07 horas ndo se observou atraso no florescimento das plantas. O
atraso no florescimento indica que A. annua poderia apresentar um periodo de
juvenilidade até atingir a fase reprodutiva. O fendmeno de juvenilidade € o periodo

em que a planta se mantém vegetativa, ndo adentrando na fase reprodutiva (TAIZ &
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ZEIGER, 2004). Estes autores enfatizam que o tamanho das plantas € um fator
importante na transi¢do da fase juvenil para a reprodutiva. A 42 época foi plantada a
campo no més de julho, periodo em que ocorrem as menores temperaturas anuais,
0 que provavelmente retardou o crescimento das plantas, prolongando a fase juvenil.
As demais épocas deste experimento nao apresentaram este fenémeno,
provavelmente devido as maiores temperaturas ocorridas durante a permanéncia
das mesmas a campo, fator que nao retardou o crescimento, reduzindo o periodo de
transicdo da fase juvenil para a fase reprodutiva.

A maior producdo de massa seca de folhas e caules foi obtida no
plantio a campo da 42 época (Tabela 03 e Tabela 04), realizado em 27/07/07
(inverno) no qual as plantas permaneceram mais tempo vegetando a campo, em
torno de 231 dias apds o plantio (DAP), com producdo de massa seca (MS) de
folnas de 946,71 kg ha' e 2.137,28 kg ha™ de MS de caules. Esses rendimentos de
massa seca de folhas e caules foram seguidos da 52 época, que permaneceu 164
DAP, e produziu 761,32 kg ha™' de MS de folhas e 1.517,50 kg ha™' de MS de caules,
diferindo estatisticamente da 42 época. A 12 e a 62 épocas que permaneceram em
torno de 70 dias a campo diferiram estatisticamente das 42 e 52 épocas, produzindo
232,10 e 260,39 kg ha™ de MS de folhas e 948,96 e 447,27 kg ha™' de MS de caules,
respectivamente. E, os menores acumulos de massa seca de folhas e caules,
ocorreram nas 22 e 32 épocas, que permaneceram em torno de 40 dias a campo,
com producdo de 19,22 kg ha' e 16,45 kg ha' de MS de folhas e 72,12 e
64,91 kg ha de MS de caules, respectivamente (Figura 06 e Tabela 03).

Quanto a MS total (Figura 06 e Tabela 03), os rendimentos
acompanharam a permanéncia das plantas a campo, ou seja, quanto maior a
permanéncia a campo, maior o0 acumulo de MS total, sendo que a 42 época produziu
3.083,99 kg ha™' de MS total e diferiu estatisticamente da 52 época, com producdo de
2.278,82 kg ha™'. A 12 e a 62 épocas diferiram da 52 época, mas ndo entre si, com
producdo de MS total de 1.181,06 e 707,66 kg ha” respectivamente. A 32 e a 22
época diferiram estatisticamente da 12 e a 62 épocas, com produgao de MS total de
91,34 e 81,36 kg ha™', respectivamente.

As producgdes de MS de folhas e caules neste estudo foram baixas
quando comparadas as producbdes obtidas por Marchese (2006a), no mesmo
municipio deste estudo que obteve 3.045,10 kg ha' de MS de folhas e
14.974,90 kg ha™' de MS de caules, totalizando 18.020,00 kg ha™ de MS total para a
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cultivar CPQBA 2/39X1V. Marchese (2006a) comparou os rendimentos de biomassa
obtidos em Pato Branco-PR com os rendimentos obtidos em Campinas-SP (ano
agricola mais produtivo), justificando que os 989,05 kg ha™' de folhas produzidos a
mais em Pato Branco-PR sdo devidos ao clima mais ameno nessa regido, pois o
mecanismo fotossintético desta espécie é do tipo C3 (MARCHESE et al., 2005), e
em temperaturas mais elevadas — como em Campinas-SP - aumenta a
fotorespiracao, reduzindo a producao. Em consequiéncia da reducao dos ganhos de
biomassa foliar em Campinas-SP, os rendimentos de artemisinina também foram
menores quando comparados aos de Pato Branco-PR, pois o rendimento de
artemisinina esta associado mais aos ganhos em biomassa foliar do que no teor de
artemisinina, pois em ambos o0s locais de cultivo, o teor nas folhas foi de
aproximadamente 1% (MARCHESE, 2006a).
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Figura 06 - Rendimento de biomassa seca de folha (A), rendimento de biomassa seca de caules (B),
rendimento MS total (C) e relag@o folha/caule (D) da cultivar Artemis de A. annua em fungéo das
diferentes épocas de plantio. UTFPR, Campus Pato Branco, 2008.
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Tabela 04 - Efeito das diferentes épocas de plantio na producao de biomassa seca de folhas, caule,
biomassa total e relagédo folha/caule, para a cultivar Artemis de A. annua. UTFPR, Campus Pato
Branco, 2008.

Epoca de
plantio DAP _MS folhas MS caule MS total Relagao folha/caule
kg ha”
Julho/2007 4% época 231 946,71 a 213728 a 3083,99 a 0,44 bc
Outubro/2007 52 época 164 761,32 b 151750 b 2278,82 b 0,53 b
Janeiro/2007 12 época 72 232,10 ¢ 948,96 c 1181,06 c 0,24 c
Dezembro/2007 62 época 78 260,39 «c¢ 44727 cd 70766 c 0,64 a
Maio/2007 3% época 43 19,22 d 72,12 d 91,34 d 0,27 c
Fevereiro/2007 22 época 36 16,45 d 64,91 d 81,36 d 0,25 c

DAP = dias apo6s o plantio. *Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas na coluna ndo diferem estatisticamente entre si,
ao nivel de significancia de 5% de probabilidade de erro, pelo teste Tukey.

A relacdo folha/caule € um indicativo que deve ser observado nos
programas de melhoramento genético, pois 0s caules apresentam ceras que
dificultam o processo de extracdo. Quanto maior for esta relacdo, menor a
quantidade de caules presentes, facilitando a industrializacdo (isolamento e
purificacdo) da artemisinina (MARCHESE, 2006a). Diferente dos dados
apresentados por outros autores, como 0s observados por Marchese (2006a)
usando a cultivar CPQBA 2/39X1V, a cultivar Artemis apresentou maiores relacdes
folha/caule nas épocas que permaneceram mais tempo no campo (42 e 52 épocas),
164 e 231 DAP (Tabela 03), sendo um bom indicativo para a industria.

A nao ocorréncia do florescimento das plantas colocadas a campo em
27/07/2007 indicou que essa seria a melhor época de plantio, pois as plantas
permaneceram por mais tempo vegetando até o florescimento, aproximadamente
231 dias, resultando em maior produtividade de folhas. Esses dados nao corroboram
os de Galambosi (1980), Laughlin (1993), Haider et al. (2004), Kumar et al. (2004) e
Marchese (2006a).

Galambosi (1980) realizou experimento na Bulgaria (43° N) e
recomenda o plantio de A. annua no final de margo a inicio de abril (primavera no
hemisfério Norte); Haider et al. (2004) e Kumar et al. (2004) desenvolveram
experimentos na india (26,52 N) e obtiveram, respectivamente, que o florescimento
de A. annua ocorreu no inicio de outubro e no final agosto (outono no hemisfério
Norte); Laughlin (1993) em experimento realizado na Australia (42° S) indica que a

melhor época de plantio foi em outubro (primavera no hemisfério Sul) e o
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florescimento ocorreu na 32 semana de marco (outono no hemisfério Sul) e
Marchese (2006a) indica como melhor época de plantio a segunda quinzena de
setembro (primavera no hemisfério Sul) no Parana (432 S). Marchese (2006a)
observando os resultados dos experimentos acima, generalizou que a melhor época
de plantio € na primavera e a melhor época de colheita é o outono, para ambos 0s
hemisférios.

Neste experimento, observou-se que a melhor época de plantio se da
no inverno e a colheita no outono. Mas, mesmo que a época de plantio nao
corrobore os dados dos demais autores, ndo recomenda-se o plantio desta espécie
na melhor época obtida com este experimento, visto que na regido Sudoeste do
Parana, ha possibilidades de geadas extemporaneas, as quais podem ocorrer até a
segunda quinzena de setembro. Assim, a recomendacdo de plantio segue a dos
autores acima citados, ou seja, para o hemisfério Sul, o plantio deve ser na segunda
quinzena de setembro e a colheita em marg¢o, seguindo os dados obtidos na regido
Sudoeste do Parana por Marchese (2006a).

Esses dados sugerem que essa cultura se enquadra em sistema de
sucessao de culturas para a regidao Sudoeste do Parang, podendo-se cultivar:
trigo/artemisia/aveia/soja ou soja/aveia/artemisia/trigo/milho. Sendo assim, com as
sucessoOes citadas, a artemisia sera plantada a campo em meados de outubro ou
inicio de novembro, ap6s a colheita do trigo ou da aveia.

Quanto ao teor de artemisinina na massa seca das folhas (Figura 07),
as épocas 42, 52 e 62, apresentaram teor de 0,72%, 0,88% e 0,74% de artemisinina
na MS, respectivamente. Estas épocas foram as que permaneceram por mais tempo
vegetando a campo e obtiveram os maiores teores e consequentemente os maiores
rendimentos de artemisinina ha™’, devido a maior producao de biomassa, justificando
que o maior rendimento de artemisinina esta relacionado mais a biomassa foliar do
que o teor nas folhas. Essas diferiram estatisticamente da 12, 22 e 32 épocas, as
quais respectivamente apresentaram 0,36%, 0,33%, 0,4% de artemisinina na MS.
Apesar do teor de artemisinina ser altamente herdavel, entre 0,95 e 1 (DELABAYS
et al., 2001), a diferenca do teor obtido nas diferentes épocas se da em funcéo da
ontogenia, ou seja, 0 acumulo de artemisinina esta relacionado ao desenvolvimento
das folhas, pois ha incremento gradual no conteddo de artemisinina durante o
desenvolvimento e crescimento das mesmas (ZHANG et al., 2006). Além disso, a
artemisinina € acumulada nas glandulas capitatas (DUKE et al., 1994; FERREIRA et
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al., 1997, citado por FERREIRA et al., 2005) e a densidade dessas glandulas na
superficie das folhas é maior quanto maior for o desenvolvimento das folhas. Em
experimento desenvolvido por Zhang et al. (2006), o coeficiente de correlagao entre
o conteudo de artemisinina e a densidade das glandulas capitatas foi de 0,987.
Relatos na literatura reportam que a cultivar Artemis pode atingir 1,4% de
artemisinina da MS de folhas (DELABAYS, 1997; DELABAYS et al., 2001).
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Figura 07 - Teor de artemisinina e producao de artemisinina por hectare para a cultivar Artemis de A.
annua nas condi¢des de Pato Branco-PR. UTFPR, Campus Pato Branco, 2008.

A. annua apresenta habito de crescimento determinado, sendo a altura
de plantas obtida neste experimento (Figura 08) semelhante aos reportados por
Ferreira & Janick (1996), que foi entre 0,8 e 2 m. Como néao foi realizada adubacgao
na area experimental, somente foi corrigido o pH, as plantas apresentaram um porte
baixo quando comparado aos dados apresentados por Gupta et al. (2002) e
Marchese (2006a) onde as plantas atingiram em média 3m de altura. As plantas das
épocas que mais tempo vegetaram no campo (42 e 52) foram as que apresentaram

as maiores alturas, devido ao maior incremento de biomassa.
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Figura 08 - Altura média final das plantas das seis épocas de plantio da cultivar Artemis de A. annua
em Pato Branco-PR, Brasil. UTFPR, Campus Pato Branco, 2008.

6.2 EFEITO ALELOPATICO DE A. annua L. NA GERMINACAO E
DESENVOLVIMENTO INICIAL DE PLANTULAS DE ALFACE (Lactuca sativa L.) E
LEITEIRO (Euphorbia heterophylla L.).

A andlise da variancia pelo teste F detectou interacao significativa entre
concentragcdes dos extratos e periodos de avaliacdo para as variaveis
germinabilidade e comprimento de radicula de alface. Nao houve interacdo
significativa entre os fatores concentracdo e periodos de avaliagdo para a variavel
germinabilidade de leiteiro, mas sim para o comprimento de radicula.

Para sementes de leiteiro (Figura 09 A), ndo houve interacao
significativa entre os fatores para germinabilidade (Tabela 05), mas houve interacédo
para comprimento de radicula. A inibicdo completa da germinagdo ocorreu na
concentracdo de 75% do extrato aquoso. Na concentracdo de 25%, a
germinabilidade média néo diferiu da testemunha. Ja, a concentracdo 50%, resultou
em reducado de 53,68% da germinabilidade em relacdo a testemunha e de 44,62%

em relacdo a concentracao de 25% (Tabela 05).
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Com relacédo a alface (Figura 09 B), observou-se que na testemunha
(agua destilada) nao houve diferenca significativa para germinabilidade entre os
periodos de avaliacdo. Na presenca do extrato a 25%, a germinabilidade de alface
foi menor do que 10% em todos os periodos avaliados. Nessa concentracdo de
extrato, ndo houve diferencas de germinabilidade entre os diferentes periodos
avaliados, com excecao do periodo 48 horas, em que ndao haviam ainda sementes
germinadas (Tabela 06). Nesta concentracdo, houve reducdo de 97% na
germinabilidade em relacao a testemunha. J4, nas concentragdes de 50% e acima
houve total inibicdo da germinacédo das sementes de alface.

100
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Figura 09 - Germinabilidade de sementes de leiteiro (A) e alface (B) sob o efeito de diferentes
concentragdes do extrato aquoso de A. annua L. UTFPR, Campus Pato Branco, 2008.

Tabela 05 - Germinabilidade de leiteiro sob o efeito de diferentes concentracdes do extrato aquoso de
A. annua L. UTFPR, Campus Pato Branco, 2008.

Periodo no Germinador

Concentracao
do extrato 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas Médias*
aquoso (%)

Germinabilidade (%)

0 86,42 88,26 88,26 88,26 88,26 87,89 a
25 71,76 73,06 73,06 73,06 73,06 72,80 a
50 39,58 40,50 40,50 40,50 40,50 40,31b
75 00,00 00,00 00,00 00,00 00,00 00,00 ¢
100 00,00 00,00 00,00 00,00 00,00 00,00 ¢

CV (%) 15,04

*Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas na coluna nao diferem significativamente entre si pelo teste Tukey (p<0,05).
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Tabela 06 - Germinabilidade de alface sob o efeito de diferentes concentragbes do extrato aquoso de
A. annua L. UTFPR, Campus Pato Branco, 2008.

Periodo no Germinador

Concentracao do

extrato aquoso (%) 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas

Germinabilidade (%)*

0 91,20 Aa 94,08 Aa 94,08 Aa 94,08 Aa 94,08 Aa
25 00,00 Bb 00,96 ABo 00,96 ABb 01,92 ABb 02,88 Ab
50 00,00 Ab 00,00 Ac 00,00 Ac 00,00 Ac 00,00 Ac
75 00,00 Ab 00,00 Ac 00,00 Ac 00,00 Ac 00,00 Ac
100 00,00 Ab 00,00 Ac 00,00 Ac 00,00 Ac 00,00 Ac

CV (%) 24,20

*Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas na coluna néao diferem significativamente entre si pelo teste Tukey (p<0,05).

Segundo Ferreira & Borghetti (2004), freqlientemente, o efeito
alelopético ndo ocorre através da reducao da germinabilidade (percentual final de
germinagéo), mas sobre a velocidade de germinacdo. Na concentracdo de 25%,
para a alface, a velocidade média de germinagdo foi de 0,009 sementes hora™,
menor do que a da testemunha (0,021 sementes hora) e o tempo médio de
germinacao foi superior (112 horas) ao da testemunha (48,7 horas) (Tabela 07). Isso
significa que o vigor dos aquénios de alface foi afetado e que a redugcdo da
velocidade média promoveu um aumento no numero de horas para que ocorresse a
germinacdo. Possivelmente, o aumento da germinabilidade de sementes de alface
verificado a partir das 72 horas, no tratamento 25% (Tabela 06), deveu-se ao
fenbmeno de detoxificacdo, que ocorre durante a fase inicial do processo
germinativo. Os processos de detoxificagdo incluem oxidagcdo, conjugacao de
carboidratos, outras conjugacdes e incorporacoes de aleloquimicos em
compartimentos de depdsito (ex.: vacuolo) e sua excre¢cdo. Um importante passo na
detoxificacdo € a formacgao de agucares conjugados através da atividade de glicosil-
transferases (INDERJIT & DUKE, 2003).

Para o leiteiro, o tempo médio de germinacao nas concentracoes de
0%, 25% e 50% do extrato aquoso foi de 48,5 horas, tendo uma velocidade média
de germinagdo de 0,021 sementes hora” (Tabela 07). Ou seja, a elevacdo da
concentragdo de extratos até o limite de 50% nao afetou a velocidade e o tempo de
germinacdo. No entanto, concentragdes acima da referida inibiram completamente a

germinacao do leiteiro (Tabela 07).
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Tabela 07 - Tempo médio e velocidade média de germinacao de alface e leiteiro sob o efeito de
diferentes concentragdes do extrato aquoso de A. annua L. UTFPR, Campus Pato Branco, 2008.

Concentracéao Alface Leiteiro
do extrato
aquoso (%) t v t v
0 48,70 b’ 0,021 a 48,50 a 0,021 a
25 112,00 a 0,009 b 48,50 a 0,021 a
50 00,00 c 00,00 c 48,50 a 0,021 a
75 00,00 ¢c 00,00 ¢c 00,00 b 00,00 b
100 00,00 ¢c 00,00 c 00,00 b 00,00 b

* O tempo médio de germinagao foi expresso em horas;
** A velocidade média de germinagéo é expressa em sementes germinadas hora™
'Médias seguidas pelas mesmas letras mintisculas na coluna néo diferem significativamente entre si pelo teste Tukey (p<0,05).

Para a variavel comprimento de radicula (CR), houve interacdo entre
os fatores concentracdo de extrato e periodo de avaliacdo, tanto para a alface
quanto para leiteiro, sendo realizadas somente regressdes para as concentragdes
onde ocorreram germinacdo. Ocorreu crescimento radicular da alface com a
utilizacdo de 0% e 25% de extrato aquoso (Figura 10 A), nas quais se verificaram
taxas de 0,27 mm hora” e 0,02 mm hora™, respectivamente. Na concentragdo de
25% do extrato aquoso, o crescimento radicular foi reduzido em média 89% em
relacdo a testemunha, ficando evidente o efeito alelopatico de A. annua também
sobre o crescimento radicular de alface. Redugcdo no comprimento de radicula de
alface foi observada por Hoffmann et al. (2007), usando extratos aquosos de Nerium
oleander L. e Dieffenbachia picta Schott.

Ja para o leiteiro, verificou-se crescimento radicular nos tratamentos
com 0%, 25% e 50% de extrato aquoso (Figura 10 B), atingindo taxas de
1,06 mm hora™, 0,66 mm hora™ e 0,59 mm hora™, respectivamente. As reducdes do
crescimento radicular em relacdo a testemunha foram de 43% e 49%,
respectivamente, nas concentracdes de 50% e 25%.
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Figura 10 — Comprimento da raiz primaria de alface (A) e leiteiro (B), nas concentragdes 0, 25, 50, 75
e 100% em fungao das horas de avaliagdo. UTFPR, Campus Pato Branco, 2008.

Portanto, os resultados das variaveis germinabilidade, velocidade e
tempo de germinacdo e comprimento de radicula, demonstram maior sensibilidade
da alface as substancias presentes nos extratos aquosos de A. annua, quando
comparada ao leiteiro. Almeida et al. (2008) utilizando extratos de Leonurus sibiricus
em sementes de Lactuca sativa, Lepidium sativum e Raphanus sativus, também
observaram maior sensibilidade da alface as substancias presentes nos extratos.
Diferengcas de sensibilidade entre espécies alvo sdo comuns em trabalhos
verificando alelopatia (DELACHIAVE et al., 1999; HOFFMANN et al., 2007;
ALMEIDA et al., 2008). O fato dos mecanismos de absorcao, translocacao e o local
de acao de substancias variarem entre espécies alvo distintas explicam as
diferencas de seletividade entre as espécies testadas no presente experimento.

Verificou-se que as raizes primarias das plantulas de alface e de
leiteiro do tratamento testemunha apresentaram desenvolvimento normal. Ja nas
demais concentragées, anomalias nas plantulas de alface foram evidentes, sendo
que as raizes primarias apresentaram-se danificadas, ocorrendo deformacdo do
hipocétilo (aumento ou diminuicdo do diametro) e desenvolvimento de pélos
radiculares atrofiados e de tamanho desproporcional em relagéo as outras estruturas
da planta, além da oxidacdo da coifa. No tratamento com 25% de concentracdo do
extrato aquoso para leiteiro, as anomalias nas plantulas foram: raizes primarias

danificadas, ocorrendo deformacdo do hipocétilo e desenvolvimento de pélos
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radiculares atrofiados ou ausentes. No tratamento com 50% de concentragcédo, as
anomalias foram as mesmas apresentadas na concentracao de 25%, acrescidas da
nao formagéao de folhas primordiais.

Desta forma, como observado por Hoffmann et al. (2007), neste
trabalho também constatou-se que o sistema radicular das plantas € o mais sensivel
a acao de aleloquimicos, porque o seu alongamento depende da divisdo celular que,
se inibida, compromete o seu desenvolvimento normal. Muitos aleloquimicos inibem
o0 crescimento das plantas e seu desenvolvimento por afetarem diretamente a
divisdo celular (HESS, 1987).

Nao foi verificada influéncia das distintas concentragdes de extratos no
peso de matéria seca total das plantulas de alface e leiteiro, sendo as médias de
0,021 g e 0,19 g por 25 sementes, respectivamente. As avaliagcdes foram realizadas
até 144 horas ap6s a semeadura, e avaliou-se apenas o inicio do processo de
alongamento, onde ndo ha acumulo de matéria seca.

Delachiave et al. (1999) relataram que o extrato aquoso de A.
absinthium, que é uma planta do mesmo género da A. annua, apresentou efeito
sobre a germinacdo de pepino e tomate. Cruz et al. (2002) também observaram
reducdes da germinacado de B. pilosa quando aplicaram extrato bruto aquoso de A.
absinthium. Dudai et al. (1999) reportam inibicdo da germinagdo de trigo por A.
arborescens, A. judaica (cultivars Israeli e Sinai).

Como a maioria das espécies da familia Asteraceae, A. annua também
produz lactonas sesquiterpénicas, principalmente a artemisinina. Esta lactona
sesquiterpénica apresentou atividade herbicida em trabalhos desenvolvidos por
Duke et al. (1987), Chen & Leather (1990), Bagchi et al. (1997a) e Dayan et al.
(1999). Bagchi et al. (1997a) testaram artemisinina e dois de seus precursores, 0O
acido artemisininico e arteanuina B, mais o derivado semi-sintético arteéter, em
diversas espécies de mono e dicotiledéneas (Horderun vulgare, Secale cereale,
Amaranthus blitum, A. annua, L. sativa, Portulaca oleracea e Raphanus sativus). O
derivado semi-sintético arteéter foi a molécula mais efetiva na inibicdo do
desenvolvimento das plantulas. A artemisinina apresentou menos atividade na
maioria das plantas testadas, apresentando-se mais tdxica a espécies
monocotiledéneas, enquanto que o arteéter apresentou-se mais tdxico em sementes

de dicotiledbneas.
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Duke et al. (1987) estudaram a atividade alelopatica da artemisinina em
Ipomoea lacunosa, A. annua e L. sativa, e, nesta Ultima espécie, observaram menor
condensacdao dos cromossomos durante a mitose, sendo este processo similar a
acdo do herbicida cinmetilina. Dayan et al. (1999) verificaram inibicdo do
crescimento radicular de sementes de alface e azevém (Lolium multiflorum)
provocada pelos sesquiterpenos artemisinina, dihidroartemisinina e arteéter. A
artemisinina reduziu a mitose em células do meristema apical de raizes de cebola e
afetou diretamente a divisdo celular das sementes alvo de alface e azevém. Foi
observada a producao de fases mitéticas aberrantes, onde os cromossomos, apesar
de bem definidos, ndo estavam corretamente arranjados dentro das células.

Neste trabalho, concluiu-se que o extrato aquoso bruto de plantas de A.
annua, cultivar Artemis, apresentou efeito alelopatico sobre a germinacdo e o
crescimento radicular de plantulas de alface e leiteiro, ndo sendo constatado neste
estudo qual foi o composto responsavel pela acdo alelopatica, visto que o extrato
utilizado nao foi analisado sob o ponto de vista de composicao quimica. Estudos
posteriores devem ser conduzidos para determinar o composto ou compostos
responsaveis pela agao alelopatica. Além disso, constatou-se que alface apresenta-
se mais sensivel ao efeito alelopatico do extrato aquoso de A. annua do que o

leiteiro.
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7 CONCLUSOES

No experimento realizado a campo, o numero de ciclos fotoindutivos
encontrado para a cultivar Artemis de A. annua foi de aproximadamente 36 ciclos ou
5 semanas e o fotoperiodo critico aproximado foi de 13 horas, que ocorreu em
09/02/2007, em Pato Branco-PR. Esse resultado determina que a época de colheita
para a cultivar Artemis, na regiao de Pato Branco-PR, sera na segunda quinzena do
més de margo.

O maior rendimento de biomassa nesse experimento ocorreu no plantio
de 27/07/2007, 231 dias apds o plantio, mas recomenda-se tomar cuidado com as
geadas que podem ocorrer até a primeira quinzena de setembro. Estes dados
demonstram que quanto maior a permanéncia das plantas no campo, ou seja, maior
intervalo de tempo entre as épocas de plantio e de colheita (dependente do
fotoperiodo critico), maior sera a producao de MS de folhas.

O maior teor de artemisinina foi obtido nas épocas que mais vegetaram
a campo (42, 52 e 62) e consequentemente os maiores rendimentos de artemisinina
ha™', devido a maior producdo de biomassa. Estes dados comprovam que o teor de
artemisinina se da em fung¢éo da ontogenia.

Extratos aquosos de A. annua apresentaram agao alelopatica inibitéria
sobre a germinacdao de sementes e o desenvolvimento de plantulas de alface e

leiteiro. Sementes de alface se mostraram-se mais sensiveis a acao dos extratos.



48

8 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de ser determinada como a melhor época de plantio
27/07/2007, recomenda-se tomar cuidado com as geadas que podem ocorrer até o
final da primeira quinzena de setembro, sugerindo-se optar pelo plantio na segunda
quinzena de setembro, periodo livre de geadas na regiao.

Quanto aos estudos de extratos aquosos de A. annua, sugere-se na
area de bioprospeccao, o fracionamento do extrato, testando-se as fragbes em
separado para indicar qual ou quais componentes do extrato estdo atuando na acéo
alelopatica. E, se A. annua fizer parte do sistema de sucessao de culturas, deve-se
desenvolver pesquisas com extrato fresco, semi decomposto e decomposto, ja que
em experimentos posteriores, A. annua demonstrou efeito alelopatico sob a

germinagéo e o desenvolvimento de alface e leiteiro.
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