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RESUMO

PALADINI, Marcos Vily. Artemisia annua L.: producdo de biomassa, artemisinina,
rendimento e composicdo de dleo essencial influenciados por diferentes eliciadores
e niveis de adubacdo NPK. 91 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) — Programa
de Pos-Graduagdo em Agronomia (Area de Concentragdo: Producdo vegetal),
Universidade TecnolOgica Federal do Parana. Pato Branco, 2012.

Artemisia annua L. € uma planta herbacea, anual, originaria da China e aclimatada
ao Brasil, que produz artemisinina, uma lactona sesquiterpénica utilizada no
tratamento da malaria. A espécie é a Unica fonte economicamente viavel dessa
molécula. Também, é uma espécie altamente aromatica e produz grande quantidade
de 6leo essencial, rico em terpenos. Este trabalho tem como objetivo determinar a
influéncia de moléculas eliciadoras e de niveis de adubacdo NPK na producédo de
biomassa, artemisinina e composi¢do do 6leo essencial na variedade Artemis de A.
annua, produzida em campo na cidade de Pato Branco-PR. Um experimento com
adubacéao foi conduzido em campo durante os anos de 2008 e 2009, onde plantas
de A. annua foram submetidas a niveis crescentes de adubacdo quimica NPK em
um solo de média fertilidade. A partir da dose padréo de adubacdo (N: 160 kg ha™;
P,Os: 175 Kg ha™; K,0O: 90 Kg ha™) foram definidos os tratamentos meia dose, uma
dose e duas doses, além do tratamento controle, nas formula¢cdes Uréia, Super
Fosfato Simples e Cloreto de Potassio. Outro experimento com eliciagdo foi
conduzido, onde plantas de A. annua foram submetidas a eliciagdo com acibenzolar-
S-metilico e dois produtos a base de proteina harpina, por meio de trés
pulverizacdes semanais, desde o inicio do periodo de inducdo floral até uma
semana antes da colheita. Em ambos os experimentos, o material foi seco e
separado, a quantificacdo de artemisinina foi realizada por cromatografia em
camada delegada com deteccdo por densitometria. O perfil quimico do déleo foi
determinado por cromatografia a gas. No experimento com adubacdo as massas
secas de caule, parte aérea e relacao folha caule tiveram ajuste para equacao linear,
com os melhores resultados para o tratamento duas vezes a dose: 10,43 t ha™,
14,21 t ha™, respectivamente para massas secas de caule e parte aérea, e maior
relacdo folha/caule (0,4) para tratamento testemunha. A variavel massa seca de
folhas obteve ajuste para equacdo de segundo grau, com maxima eficiéncia técnica
em 1,57 doses e rendimento estimado de 3,87 t ha™. A influéncia das doses de
adubacdo NPK sobre teor de artemisinina (média 5,98 kg t*') e produtividade de



artemisinina (média 19,45 kg ha) ndo apresentou ajustes significativos para reta.
Foram identificados 28 componentes no perfil quimico O6leo essencial que
compreendem 94,96% do 0Oleo essencial. As substancias majoritarias foram canfora
(44,75%), 1,8 cineol (7,90%), y-muuroleno (6,75%), trans-pB-farneseno (6,51%) e
mirceno (5,74%). Sete componentes do 6leo essencial apresentaram variacdo em
funcé@o dos niveis de adubagédo NPK: p-cimeno, canfeno, trans-p-terpineol, a-pineno,
viridifloreno, acetato de mirtenila e [(-pineno. O conteddo relativo desses
componentes variou de 0,53 a 2,23%, representando aproximadamente 8% do perfil
do 6leo essencial. A classe predominante foi monoterpenos (72%). No experimento
com eliciacdo, os eliciadores acibenzolar-S-metilico e proteina harpina nao
resultaram em alteracBes significativas nas biomassas de folhas, caule, parte aérea
e na relacdo folha/caule de A. annua; como também n&o apresentaram diferengas
nos teores e rendimento de artemisinina e 6leo essencial, No perfil quimico foram
identificados 31 componentes, que compreendem 91,5% do 6leo essencial. Os
tratamentos com os eliciadores acibenzilar-S-metilico e harpina néo resultaram em
diferencas significativas para nenhuma das substancias identificadas e
quantificadas. Os componentes majoritarios foram canfora (43,38%), 1,8 cineol
(9,28%), mirceno (7,69%) ry-muuroleno (5,00%), canfeno (4,54%) e trans-p-
farneseno (3,98%). Os monoterpenos foram a classe predominante no Oleo

essencial (79,8%).

Palavras-chave: Eliciagdo. Adubacéo quimica. Canfora. 1,8 cineol. Malaria. Inducéo
de resisténcia.



ABSTRACT

PALADINI, Marcos Vily. Artemia annua L.. production of biomass, artemisinin,
essential oil yeld and composition influenced by different elicitors and levels of NPK
fertilizer. 91 p. Dissertation (master in Agronomy) — Post Graduation Program in
Agronomy (Area of Concentration: Vegetable Production), Federal University of
Technology - Parana. Pato Branco, 2012.

Artemisia annua L. is an herbaceous annual plant, originally from China and
acclimatized to Brazil, which produces artemisinin, a sesquiterpene lactone used in
the treatment of malaria. The species is the only economically viable source of this
molecule. Also, it is a highly aromatical species and it produces great amount of
essential oil, rich in terpenes. This work has as objective to determine the influence
of elicitor molecules and levels of NPK fertilizer in the biomass production,
artemisinina and composition of the essential oil in the variety of Artemis A. annua,
produced in the field in the town of Pato Branco. An experiment with fertilization was
conducted in the field during the years of 2008 and 2009, where plants of A. annua
were submitted to increasing levels of NPK chemical fertilizer in a ground of average
fertility. From the standard dose of fertilizer (N: 160 kg ha-1; P,Os: 175 kg ha*; K,O:
90 kg ha™) it was defined the half dose treatments, one dose and two doses, beyond
the control treatment, in the formulations Urea, Super Simple Phosphate and
Potassium Chloride. Another experiment with eliciation was lead, where plants of A.
annua were submitted to the elciation with acibenzolar-S-methylic and two products
harpin-protein based, by means of three weekly sprayings, since the beginning of the
floral induction period up to one week before the harvest. In both experiments, the
material was dried and separated, the quantification of artemisinin was carried
through by thin layer chromatography with detection by densitometry. The chemical
profile of the oil was determined by gas chromatography. In the fertilization
experiment the dry masses of stalk, aerial part and the relation stalk-leaf had an
adjustment for a linear equation, with the best results for the treatment two times the
dose: 10,43 t hat, 14.21 t ha, respectively for dry masses of stalk and aerial part,
and greater relation stalk-leaf (0,4) for test treatment. The variable leaf dry mass got
an adjustment for second degree equation, with maximum efficiency technique in
1,57 doses and estimated yeld of 3,87 t ha™. The influence of NPK fertilizer doses on
the artemisinin content (average 5,98 kg t™) and the artemisinin productivity (average
19,45 kg ha™) did not present significant adjustments for straight line. Twenty-eight



components were identified in the essential oil chemical profile that comprise
94.96%. The majoritarian substances were camphor (44.75%), 1,8 cineole (7.90%),
y-muurolene (6.75%), trans-B-farnesene (6.51%), mircene (5.74%). Seven
components of the essential oil showed variation in function of NPK fertilizer levels:
p-cymene, camphene, trans-B-terpineol, a-pinene, viridifloreno, acetate of mirtenila
and B-pinene, the relative content of these components varied from 0,53 to 2.23%
representing about 8% of the essential oil profile. The predominant class was of
monoterpenes (72%). In the experiment with eliciation, the elicitors acibenzolar-S-
methylic and harpin protein did not result in significant alterations in the leaf, stalk,
aerial part biomasses and in the relation stalk-leaf of A. annua; as well as they did
not show differences in the artemisinin and essential oil contents and yeld. In the
chemical profile 31 components were identified, which comprise 91.5% of the
essential oil. The treatments with the elicitors acibenzilar-S-methylic and harpin did
not result in significant differences for any of the identified and quantified substances.
The majoritarian components were camphor (43.38%), 1,8 cineole (9.28%), mircene
(7.69%) y-muurolene (5.00%), camphene (4.54%) trans-B-farnesene (3.98%).
Monoterpenes were the predominant class in the essential oil (79.8%).

Keywords: Eliciation. Chemical fertilization. Camphor. 1,8 cineole. Malaria.
Resistance induction.
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1 INTRODUCAO

A malaria é a doenca parasitaria humana mais grave, sendo um grande
problema de saude publica, especialmente nos paises em desenvolvimento, comoa
Africa, onde essa situacdo se encontra mais generalizada. O Brasil possui o maior
ndmero de casos has Ameéricas, concentrando-se as vitimas na regido Amazonica. A
malaria € causada pelo Plasmodium, um parasita transmitido pela fémea do
mosquito Anopheles.

Os parasitas tém desenvolvido resisténcia as moléculas antimalaricas,
especialmente o Plasmodium falciparum, causador da maléria grave. Atualmente a
artemisinina € a molécula mais eficiente no tratamento da malaria e tem grande
importancia a nivel mundial. Até o0 momento, a Unica fonte vidvel de obtencéo desta
molécula € a planta Artemisia annua L., através do cultivo em campo e extracdo da
molécula, produzida e armazenada especialmente nas folhas.

A. annua € uma planta herbacea, anual, planta de dias curtos
obrigatéria, da familia Asteraceae, e seu centro de origem é a China. Altamente
aromatica, também produz grande quantidade de Oleo essencial que pode ser
utilizado para varias finalidades. Esta espécie também apresenta outros potenciais
de uso, devido a grande quantidade de moléculas que produz, sendo um dos seus
usos no tratamento do cancer.

Um medicamento para malaria com base em artemisinina TCA (terapia
combinada com artemisinina), chamado ASMQ, foi desenvolvido no Brasil pela
FIOCRUZ, criando demanda interna para producdo da molécula, sem contar a
grande demanda internacional existente, com tendéncia de aumento nos préximos
anos.

Existe grande variabilidade nas respostas de A. annua para adubacéo
e eliciacdo biotica e abidtica, quanto a producdo de artemisinina e 6leo essencial e
sua composicado, devido as respostas para cada local e condicdo de avaliagdo, mas
também pelas diferencas entre variedades - melhoradas e selvagens, bem como ao
local de origem dos individuos avaliados. Ha caréncia de informacdes de como
proceder o manejo desta espécie, especialmente se comparada a outras espécies

de interesse econdmico.
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Ha grande necessidade de avaliar a resposta de A. annua em
diferentes condi¢cbes de ambiente, e para isso, este trabalho tem como objetivo
determinar a influéncia de eliciadores e de niveis de adubacdo NPK na producéo de
biomassa, artemisinina e composi¢cao do 6leo essencial na variedade Artemis de A.
annua, produzida em campo, contribuindo na geracdo de tecnologias de cultivo
dessa espécie na regido de Pato Branco-PR.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MALARIA

A maléaria € a mais grave doenca parasitaria humana (MUELLER et al.,
2000; SILVA, 2005; WHO, 2005; 2011; 2012). E de longe a doenca tropical e
parasitaria que mais causa problemas sociais e econdmicos no mundo e sO é
superada em numero de mortes pela AIDS (WHO, 2011). Devido aos efeitos
debilitantes e ampla incidéncia, a malaria € a doenga que mais contribui para o
empobrecimento do homem em regides com grande incidéncia, reduzindo sua
capacidade produtiva, condi¢cdes de vida e prejudicando o nivel de saude e o
desenvolvimento socioecondmico da populacdo (SILVA, 2005). Os habitantes dos
paises mais pobres sdo os mais vulneraveis a doenca (WHO, 2011; 2012).

Cerca de 3,3 bilhdes de pessoas — aproximadamente metade da
populacdo mundial - esta sob risco de contrair a doenca, particularmente em paises
de baixa renda. A Asia e a América Latina também s&o afetados em menor grau,
assim como o Oriente Médio e partes da Europa (figura 1) (WHO, 2011; 2012).

Ll
) 4
Paises e territdrios afetados pela maléria“..éﬂx -
[T IPaises e territérios com prevengao de reintrodugo da malria

| |Paises e territérios que ndo sao afetados pela malaria 0 1250 2,500 5.000 km
Néo aplicavel © OMS 2012.Todos os direitos reservados.

Figura 1 — Distribuicdo da malaria no mundo, paises e territérios afetados, dados de 2010. Adaptado
de WHO (2012b).
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No entanto, a maioria dos casos (figura 2) com mortes (figura 3) por

malaria ocorre na Africa subsaariana. Em 2010, noventa e nove paises e territorios

tiveram a transmissdo da malaria em curso (figura 2). Viajantes ndo imunizados

provenientes de zonas livres de malaria sdo muito vulneraveis a doenga quando
infectados (WHO, 2011; 2012).
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Figura 2 — Distribuicdo do numero de casos de maléaria relatados e confirmados em paises e
territérios, dados de 2010. Adaptado de WHO (2012b).
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Figura 3 — Distribuicdo do nimero de casos de mortes por malaria relatados em paises e territérios,
dados de 2010. Adaptado de WHO (2012b).



22

Segundo o relatério mundial sobre maléaria publicado em 2011 - World
malaria report 2011 - houve cerca de 216 milhdes de casos de maléria (com um
intervalo de incerteza de 149 a 274 milhdes). Em 2010, a malaria causou um nimero
estimado de 655 mil mortes (com um intervalo de incerteza de 537 — 907 mil),
ocorrendo essas, principalmente entre criangas africanas, onde uma crianga morre
de malaria a cada minuto (WHO, 2011; 2012). Aproximadamente 86% das mortes
por malaria a nivel mundial foram de criangcas menores de 5 anos de idade. Em
2010, 90% das mortes por malaria ocorreram na Regido Africana (figura 3),
principalmente entre criancas menores de cinco anos de idade.

Todavia, a malaria é uma doenca que tem prevencdo e cura. O
aumento da prevenc¢do da malaria associado a medidas de controle estéo reduzindo
drasticamente o 6nus da doenca em muitos lugares. O diagndstico precoce e o
tratamento da malaria reduzem a gravidade e as complicagBes da doenca e evitam
mortes, bem como, contribuem para reduzir a transmissdo da malaria (WHO, 2012).
Segundo a OMS o0 acesso a testes de diagndstico e ao tratamento deve ser visto
nao apenas como um componente de controle da malaria, mas como um direito
fundamental de toda populacdo em risco (WHO, 2012).

Em nivel global, desde 2000, a incidéncia estimada da maléria foi
reduzida em 17% e as taxas especificas de mortalidade por maléaria reduziram em
26% (WHO, 2011). Em regides da Africa assistidas pela OMS as taxas cairam 33%
(WHO, 2011; 2012). RedugbBes em casos de malaria de mais de 50% foram
registrados entre 2000 e 2010 em 43 dos 99 paises com transmissdo continua,
enquanto uma tendéncia decrescente de 25-50% foram observadas em outros 8
paises. Estas taxas de declinio sdo inferiores as metas propostas
internacionalmente para 2010 (reducdo de 50%), mas mesmo assim elas
representam uma grande conquista (WHO, 2011).

Na regido das Américas, a principal conquista é o fato de a malaria
estar em declinio na maioria dos paises, sendo 23 paises com malaria endémica.
Em 2010, ocorreu a transmissdo de maléria em 21 dos 23 com malaria endémica
tiveram cerca de 20% da populacéo total com algum grau de risco de contaminacao.
Cerca de 675.000 casos confirmados foram notificados através da vigilancia de
rotina em 19 paises. A maléaria causada por P. vivax correspondeu a 70% dos casos
notificados. Entre 2000 e 2009, o numero total de casos confirmados e relatados por
todos os paises cairam 43%, sendo a maioria dos casos relatados pelo Brasil e pela
Colémbia (geralmente 50-60%, sé no Brasil).
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O Brasil ocupa a incomoda posicao de lider em casos de malaria nas
Américas (WHO, 2005; 2011). No Brasil, 49 milhdes de pessoas vivem em areas de
risco (PORTAL DA SAUDE, 2012), dos casos da doenca no pais 99% ocorrem na
Amazobnia Legal, sendo a regido endémica da maléaria (figura 4) (WHO, 2005;
MINISTERIO DA SAUDE, 2010; PORTAL DA SAUDE, 2012). A espécie P. vivax é
causadora de quase 90% dos casos (MINISTERIO DA SAUDE, 2010). O nimero de
casos de malaria de 2000 para 2010 reduziu em quase 50%, ficando em
aproximadamente 334.000 casos (WHO, 2011; PORTAL DA SAUDE, 2012), porém,
o quadro epidemiolégico atual da malaria no Brasil ainda €é preocupante
(MINISTERIO DA SAUDE, 2010). No entanto, em 2011 houve reducéo de 21% no
namero total de casos de malaria em relacao a 2010, reduzindo para 263.323 casos,
na Amazonia Legal, nesse mesmo periodo o numero de casos de malaria grave
(causados por P. falciparum) também reduziu em 31,8%, seguindo o histérico de
reducdo nos ultimos anos (PORTAL DA SAUDE, 2012).

Colémbia R
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Argentina
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Distribuicao de casos de malaria confirmados (por 1000 pessoas)

Figura 4 — Mapa do Brasil destacando as areas de risco para malaria por distribuicdo de diferentes
niveis de incidéncia parasitaria anual, dados de 2010. Adaptado de WHO (2011).

A maléria é causada por protozoarios parasitas do género Plasmodium
e o0 vetor de transmissdo sdo exclusivamente mosquitos infectados do género
Anopheles (WHO, 2011, 2012), chamados de “vetores da malaria” que picam as
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pessoas principalmente entre o anoitecer e o amanhecer. Existem quatro tipos de
maléria humana: P. falciparum; P. vivax; P. malariae; P. ovale. As formas de malaria
causadas pelos protozoarios P. falciparum e P. vivax sdo as mais comuns e P.
falciparum é a forma mais mortal, também chamada de malaria grave. Nos ultimos
anos, alguns dos casos de maléaria humana também tém ocorrido com a espécie P.
knowlesi - espécie que causa a malaria entre 0s macacos e ocorre em certas areas
de floresta do Sudeste da Asia (WHO, 2011; 2012).

Com o aumento da resisténcia dos parasitas, ha necessidade de
alternativas seguras para os antimalaricos que estao perdendo eficacia (WHO, 2005;
2011; 2012). Atualmente, a melhor forma de tratamento da malaria grave, causada
pelo P. falciparum, é a utilizacdo dos derivados da artemisinina (figura 5), uma
molécula extraida da planta Artemisia annua L., com comprovada eficacia no
controle das cepas de P. falciparum resistentes as mudiltiplas drogas, além de
apresentar pouco ou nenhum efeito colateral (KLAYMAN, 1985; WHO, 2005; 2011,
2012; ENSERINK, 2005; GRAHAM et al., 2010; MILHOUS; WEINA, 2010; JHA et al.,
2011; YU et al., 2011).

A Terapia Combinada em Dose Fixa a base de Artemisinina (TCA) é o
tratamento mais efetivo contra a malaria causada pelo P. falciparum, porém é de 10
a 20 vezes mais caro que a terapia com cloroquina. A demanda por TCA aumentou
rapidamente a partir do apoio financeiro aos paises atingidos pela enfermidade
(ENSERINK, 2005; WHO, 2005; 2011). Até o final de 2010, as TCAs foram adotadas
como politica nacional de tratamento de primeira linha em 84 paises, dente eles o
Brasil (WHO, 2011). A demanda por TCA vem aumentando, sendo o aumento de
125% de 2010 para 2012, com previsdo de mais aumento nos préximos anos. Os
ultimos dados sobre a demanda de artemisinina para 2012 estimam 185 toneladas -
incluindo 30 t para estoques que foram usados em anos anteriores - a estimativa de
producdo mundial suprira a demanda para 2012, no entanto, ndo sera o suficiente
para repor as reservas de artemisinina reduzidas nos anos anteriores (A2S2, 2012).
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Figura 5 — Artemisinina é a substancia produzida
pela planta Artemisia annua L. Os derivados
arthemether e artesunato  tem melhor
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arteether) €é pouco usado. Adaptado de
DONDORP et al. (2010).

Os precos de artemisinina variaram dramaticamente na ultima década,
devido a instabilidade de producdo (figura 6) (A2S2, 2012; EISENSTEIN, 2012).
Segundo A2S2 (2012), em dados apresentados na conferéncia RBM/UNITAID/WHO
Artemisinin Conference 2011: “Aligning Artemisinin and ACT Supplies” de novembro
de 2011 sobre o mercado da artemisinina, 0s precos de artemisinina na China em
2010 estavam entre $ 307-660 por kg, em 2011: $ 557-1170 por kg. J& o preco da
tonelada de folhas em 2010: $ 800-850 e em 2011: 900-1000 por tonelada,
dependendo do conteudo de artemisinina (0,45 — 0,7%). Em ddélares americanos o
preco atual é de cerca de US$ 450/kg e continua aumentando (EISENSTEIN, 2012).

A volatilidade da producdo de artemisinina em funcdo das variacdes
mundiais de producao agricola de Artemisia annua L., cria instabilidade no preco da
artemisinina e TCAs, prejudicando em algumas situacdes, a disponibilidade dos
medicamentos. Com o intuito de combater essa volatilidade, Ter Nguyen, vice-

presidente de pesquisa e desenvolvimento pré-clinico da OneWorld Health, uma
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organizacdo sem fins lucrativos em Sao Francisco do Sul, Califérnia-EUA, esta
liderando esfor¢cos em parceria com a Amyris - uma empresa de biologia sintética em
Emeryville, Califérnia-EUA - e a gigante farmacéutica francesa Sanofi, para produzir
grandes quantidades de acido artemisininico, um precursor da artemisinina,
utilizando levedura geneticamente modificada. Em 2012, Nguyen prevé a producao
de 9.000 kg de artemisinina a um preco inicial de US$ 400 por kg; em 2013
pretendem quadruplicar a producdo. Estabilizando a oferta de artemisinina, o que
devera ajudar a reduzir a volatilidade do custo das TCAs e suavizar a disponibilidade
de medicamentos baseados em artemisinina (EISENSTEIN, 2012).
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Figura 6 — Relacdo entre o preco e produ¢do mundial de artemisinina entre os anos de 2002 e 2011.
Artemisinin spot price Price ($/kg): preco a vista de artemisinina ($/Kg); Production (T): Produgéo
(toneladas). Adaptado de A2S2 (2012).

A resisténcia dos parasitas a artemisinina havia sido confirmada na
fronteira com o Camboja e Tailandia em 2008 e agora esta suspeita em partes de
Mianmar e do Vietnd. No entanto, as TCAs permanecem altamente eficazes em
guase todas as combinacdes, contanto que a droga combinada na TCA seja
localmente eficaz. Nesse sentido, existem inUmeros esforcos das organizacfes
mundiais e locais, em diversos paises, para proteger as drogas baseadas em
artemisinina do desenvolvimento de resisténcia por parte dos parasitas, como a
abolicdo do uso da monoterapia com artemisinina, e adocdo da TCA, e impedir que
a resisténcia dos parasitas em alguns paises se espalhe para outros (WHO, 2011).
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Em 2008 o Instituto de  Tecnologia em Farmacos
(Farmanguinhos/Fiocruz) e a Iniciativa de Medicamentos para Doencas
Negligenciadas (DNDi - Drugs for Neglected Diseases initiative) lancaram o ASMQ
(17/04/2008), uma TCA em dose fixa do artesunato (AS) derivado da semi-sintese a
partir da artemisinina e mefloquina (MQ), para o controle da maléria, ja registrado e
disponivel no Brasil. Anteriormente, os medicamentos para tratamento da malaria
eram importados da China. Este novo farmaco simplifica o tratamento de adultos e
criangas com uma dose diaria de um a dois comprimidos por trés dias, garantindo
gue os dois medicamentos sejam tomados juntos e na proporcédo correta (PORTAL
FIOCRUZ, 2009).

A fabricagcdo do ASMQ no Brasil cria uma demanda interna, no pais,
para producdo de artemisinina. O governo brasileiro também esta estimulando a
producdo nacional de insumos estratégicos no ambito do Sistema Unico de Sautde
(SUS) e o artesunato - ingrediente do farmaco ASMQ - faz parte da lista de
farmoquimicos estratégicos listados na portaria 978, de 16 maio de 2008, do
Ministério da Saude.

Em 2012, medicamentos, farmacos e insumos estratégicos produzidos
no pais serdo priorizados em compras publicas e passam a poder ser adquiridos
pelo Sistema Unico de Saide (SUS) com precos até 25% superiores aos dos
demais, variando de acordo com a complexidade tecnolégica e a importancia para o
SUS, como parte do Plano Brasil Maior — programa que colocou a saude como area
estratégica para a producédo e inovacdo no pais. Por meio desta acdo, o governo
federal pretende estimular o desenvolvimento e a producdo nacional de
medicamentos, farmacos, insumos e, até o final do primeiro semestre de 2012, de
equipamentos e dispositivos médicos (BLOG SAUDE, 2012).

2.2 METODOS PARA DETECCAO DE ARTEMISININA

Devido a grande variedade de métodos e diferencas entre métodos de
determinacdo de artemisinina nos tecidos vegetais, serdo expostos alguns dos
métodos mais usados entre os trabalhos encontrados.

Dentre os métodos, a determinacdo dos teores de artemisinina pela
técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) € a mais adequada para

quantificar artemisinina, quando comparada com a técnica de cromatografia em
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camada delgada com densitometria (CCD-DT), segundo Marchese et al. (2001), que
comparando os dois métodos, observaram que a técnica de CCD-DT superestima o
teor de artemisinina e concluiram que este método néo apresenta grau adequado de
seletividade e sensibilidade para andlises quantitativas de artemisinina. Todavia,
das técnicas utilizadas para determinacdo da artemisinina, CCD-DT possui a
vantagem de ser simples, rapida e barata, objetivando avaliacédo rapida e grandes
guantidades de amostras de plantas com alto teor de artemisinina
(KOOBKOKKRUAD et al., 2007), mas € considerada semiquantitativa (FOGLIO,
1996), por ndo possuir exatiddo como outras técnicas, podendo superestimar em até
30% (MARCHESE et al., 2001) ou subestimar em até 20% (DELABAYS et al. 1994)
os valores, quando comparada com técnicas de andlise mais precisas e exatas
como Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Deteccéo no Ultravioleta (CLAE-
UV) (MARCHESE et al., 2001), Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com
Detector Eletroquimico (CLAE-EQ) (DELABAYS et al. 1994) e Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia com deteccéo por indice de refragdo (CLAE-IR) (REHDER et al.,
2002). Também € possivel quantificar artemisinina por cromatografia gasosa (CG)
(FOGLIO, 1996).

2.3 A PLANTA DE Artemisia annua L.

Artemisia annua L. é uma planta herbacea, anual, altamente aromatica,
pertencente a familia Asteraceae, com habito de crescimento determinado
(MARCHESE, 2006a; MARCHESE et al., 2002), chegando a 3 metros de altura
(MARCHESE, 2006a). O extrato aguoso da planta apresenta efeito alelopatico em
algumas espécies cultivadas e em plantas daninhas (MAGIERO et al., 2009;
MORVILLO et al., 2011). Alguns sesquiterpenos produzidos pela planta, como a
artemisinina, causam forte inibicdo do crescimento de vérias espécies (BAGCHI et
al., 1997) e tem acentuada acéo inseticida (JAIN et al., 1996; BAGCHI et al., 2003).
A. annua possui grande capacidade de producdo de 6leo essencial (QUITERIO,
2006), que apresenta forte efeito antimicrobiano, sendo seu méaximo acumulo no
inicio da floracdo (GALAMBOSI, 1980; MAGALHAES et al., 2004; CAVAR et al.,
2011). O oleo essencial da espécie também é utilizado comercialmente na
perfumaria, na cosmética e em produtos sanitarios (GALAMBOSI, 1980; JAIN et al.,
1996; MAGALHAES et al., 2004). A. annua reproduz-se naturalmente por
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fecundacdo cruzada e multiplica-se por sementes, além de propagar-se
vegetativamente com facilidade (MAGALHAES, 1996).

A A. annua € a principal fonte de artemisinina (JAIN et al., 1996; WHO,
2011; JAMALEDDINE et al.,, 2011; NGUYEN et al.,, 2011; JHA et al., 2011). A
sintese quimica da artemisinina é complexa, envolvendo inUmeras etapas e
apresentando baixos rendimentos (GELDRE et al., 1997). Os altos custos da sintese
da molécula tornam o isolamento a partir da planta de A. annua a melhor forma para
obtencéo da droga (FERREIRA; JANICK, 1996; GELDRE et al., 1997; DELABAYS et
al., 2001). Os maiores fornecedores mundiais sdo a China e o Vietnd (ENSERINK,
2005).

A A. annua ocorre naturalmente como parte da vegetacao das planicies
ao norte das provincias de Chadar e Suiyuan (40° N e 109° E), regido de clima
temperado na China, entre 1000 e 1500 metros de altitude (GALAMBOSI, 1980;
GELDRE et al., 1997; BAGCHI et al., 1997; FERREIRA et al., 2005).

A distribuicdo da artemisinina na planta encontra-se principalmente na
parte aérea, folhas e inflorescéncias, onde apresenta as maiores concentracoes,
com baixas concentracdes nos caules e nenhuma artemisinina nas raizes e no
pélen. O conteddo da molécula é de 4 a 11 vezes maior nas inflorescéncias que nas
folhas (FERREIRA; JANICK, 1996). Em pré-floracdo, Charles et al. (1990)
encontraram 88,9% da artemisinina total da planta nas folhas, estando os 11,1%
restantes presentes nas gemas florais. Ha controvérsias na literatura, sobre qual o
estadio fenologico da planta em que ocorre maior acumulo de artemisinina. Alguns
autores afirmam que o maior acumulo da molécula ocorre na fase de pré-floracéo
(ACTON et al.,, 1985), enquanto outros reportam que 0 pico ocorre durante a
floracdo (FERREIRA, 1994; LAUGHLIN, 1995; FERREIRA; JANICK, 1996,
MARCHESE, 2006a).

A. annua é uma Planta de Dias Curtos (PDC) qualitativa ou absoluta, e
tem seu florescimento acelerado com baixas temperaturas (MARCHESE et al., 2002;
MARCHESE, 2006a). Genoétipos de A. annua testados no Sul do Brasil (Pato
Branco-PR) apresentaram um fotoperiodo critico de aproximadamente 13 horas
(MARCHESE & FIGUEIRA, 2005; MARCHESE, 2006a; MAGIERO, 2009).

Até o presente momento, o cultivo da A. annua no Brasil , vem sendo
realizado de forma experimental, pela Universidade Tecnologica Federal do Parana
e pelas Universidades Estadual de Campinas (MARCHESE, 2006a) e esta sendo
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avaliada para cultivo em varzeas na Amazonia pela EMBRAPA Amazobnia ocidental
(FONTES et al. 2009).

Devido a importancia da planta como Unica fonte de artemisinina
economicamente viavel, em muitos paises com ocorréncia de casos de malaria,
existem esfor¢os na introducgéo e aclimatacdo de A. annua (MUELLER et al., 2000),
para a producdo de fitofarmacos ou uso como fitoterapico, podendo ser usada
também para producédo de 6leo essencial. A despeito dos estudos existentes sobre a
ecofisiologia da A. annua no Brasil e sobre fatores do ambiente afetando a producéao
de biomassa e de artemisinina (MAGALHAES et al., 1997; MARCHESE, 1999;
MARCHESE; REHDER, 2001; MARCHESE et al.,, 2002; MARCHESE, 2006a,
MARCHESE, 2006b; MARCHESE et al., 2010), pouca informacédo é encontrada na
literatura, se compararmos com outras espécies cultivadas.

Os estudos sobre as plantas devem ser realizados localmente,
testando a resposta da planta as condicdes intrinsecas do local (FERREIRA et al.,
2005), pois as condicBes ambientais sdo muito varidveis e as plantas respondem de
forma diferente (MARCHESE; FIGUEIRA, 2005). Como observado por Marchese
(2006a) que comparou a producdo em Pato Branco-PR e Campinas-SP, para a
variedade 2/39x1V de A. annua, encontrando rendimentos superiores de massa de
folhas secas e artemisinina em Pato Branco, com acréscimos de 48,1% e 42,1%,
respectivamente, para essas variaveis, sobre os resultados obtidos em Campinas.
As condi¢cdes ambientais que afetam A. annua podem ser fatores biéticos (NGUYEN
et al., 2011; MA et al., 2009; KAPOOR et al., 2007) e abiéticos (MARCHESE et al.
2010). Também é diretamente influenciada pela fertilidade do solo (MAGALHAES,
1996; FERREIRA, 2007; KAPOOR et al.,, 2007; OZGUVEN et al., 2008; AHMAD
MALIK et al., 2009; DAVIES et al., 2009; DAVIES et al., 2011; JHA et al., 2011).

2.4 RESPOSTAS DE A. annua A ADUBACAO

Assim como A. annua responde as condi¢cdes climaticas, também é
diretamente influenciada pela fertilidade do solo (MAGALHAES, 1996; FERREIRA,
2007; KAPOOR et al., 2007; OZGUVEN et al., 2008; AHMAD MALIK et al., 2009;
DAVIES et al.,, 2009; DAVIES et al., 2011; JHA et al., 2011). Portanto, os estudos
sobre adubacado sao essenciais para otimizar os rendimentos da cultura, elevando a

produtividade e o lucro. Magalhdes (1996) estudou a influéncia de doses de
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nitrogénio (N), (0, 32, 64 e 97 kg ha™), na formulacdo Uréia, em uma variedade
(parentais de origem vietnamita e chinesa) de A. annua, originada por semente e
cultivado & campo em Madagascar, na Africa. Com a maior dose de N se obtiveram
0S maiores resultados de biomassa e rendimento de artemisinina, com rendimento
de massa seca de folhas de 4,69 + 0,83 Mg ha™*; teor de artemisinina 0,87% + 0,03 e
rendimento de artemisinina de 41,3 + 8,4 kg ha™. No entanto, o resultado mais
interessante foi obtido com o tratamento 64 kg ha™ de N, onde obteve-se producéo
de massa seca de folhas de 3,88 + 0,42 Mg ha™, teor de artemisinina 1,02% + 0,11 e
rendimento de artemisinina de 40,4 + 8,1 kg ha*, com reducéo de apenas 0,9 kg ha™
de artemisinia (-2,18%) do maior resultado, com apenas 65,9% da adubacgédo de N
deste. No tratamento sem aplicacdo de N, o teor de artemisinina foi o0 mais elevado,
1,11 + 0,08 kg ha™, mas ainda assim, o rendimento artemisinina (26,7 + 2,8 kg ha™)
ficou abaixo da menor dose de N, 32 kg ha™, com rendimento 29,9 + 1,8 kg ha™. O
material ficou 176 dias no campo com densidade de 28.400 plantas por hectare
(espagamento de 50 x 70 cm).

Ferreira (2007) relatou que em solos acidos a producdo de biomassa
de A. annua € mais sensivel a falta de calagem, N, P e K; sendo que a falta de K
resultou em aumento do teor de artemisinina (g/100 g). Comparando com o melhor
tratamento (+N, +P, +K e +Calagem; pH 5,08) a supressédo de K (+N, +P, -K e
+Calagem; pH 5,06) resultou em decréscimo de 30,5% da producédo de biomassa da
parte aérea; supressao de P (+N, -P, +K e +Calagem; pH 5,06) resultou em
decréscimo de 48,1%; supressao de N (-N, +P, +K e +Calagem; pH 4,91) resultou
em decréscimo de 80%; supressao de Calagem (+N, +P, +K e -Calagem; pH 4,2)
resultou em decréscimo de 81,5% e o solo ndo tratado (-N, -P, -K e -Calagem; pH
4,1) resultou em decréscimo de 91,2%. Para artemisinina, a deficiéncia de potassio
(-K) resultou em aumento significativo de 75% (1.62 contra 0.93%) no teor (g/100 g),
comparado ao tratamento completo (+N, +P, +K e +Calagem; pH 5,08). No entanto,
a producdo por planta (g por planta) ndo foi significativamente maior (+21%).
Contudo, menores adubacdes de K demonstram um potencial para manejo de
producdo de A. annua com e incremento no teor e producdo de artemisinina.

Magalhdes et al. (1997; 1999), trabalhando com variedades de A.
annua cultivadas em Campinas-SP, utilizaram adubacado de cobertura de 90 kg ha™
de nitrogénio na formulacdo de sulfato de aménio, 20 dias apds o transplante das
mudas ao campo. Nesses experimentos, plantas da variedade 2/39x1V de A. annua
(de melhor desempenho nos experimentos) permaneceram no campo por 162 e 223
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dias e obtiveram rendimentos médios de massa seca de folhas de 2,056 e 2,923 Mg
ha' e produtividades médias de artemisinina de 21,38 e 2543 kg ha™,
respectivamente. As diferencas de rendimento de artemisinina por hectare nao
foram maiores porque o teor variou de 1,04% para 0,87% entre os experimentos que
ficaram no campo 162 e 223 dias, respectivamente. E possivel observar nestes
experimentos como a diferenca no niamero de dias de cultivo (13/mar até 06/dez e
14/jun até 07/jan) num mesmo local (Campinas-SP) e mesmo ano (1996) pode gerar
grande aumento no rendimento de massa seca de folhas para A. annua e
consequentemente aumento no rendimento de artemisinina. O teor de artemisinina
(ART) nas folhas também foi analisado pelo método de CCD-DT. Marchese (2006a)
estudando vérias épocas de semeadura em Pato Branco-PR, obteve tempos de
cultivo a campo bem variados e observou aumento do teor de artemisinina nas
folnas de plantas cultivas a campo conforme o aumento do numero de dias de
cultivo a campo dentro de um intervalo de dias de cultivo (41 a 111 dias): 31 (0,50%
ART); 28 (0,55% ART); 41 dias (0,53% ART) néo diferiram entre si; < 63 dias (0,81%
ART); < 111 dias (1,05% ART) que nao diferiu de 165 dias (0,99% ART). As
determinacdes de ART por Marchese (2006a) foram feitas pelo método CLAE-UV.

No trabalho de Magalhaes (1996) e Davies et al. (2009) houve relacao
inversa ndo proporcional entre maiores rendimentos de massa seca de folhas e teor
de artemisinina nas folhas de plantas de A. annua, com aumento dos niveis de N.
Desta forma, essa redugéo no teor ndo impediu que os rendimentos por hectare da
molécula aumentassem, de forma que, com maiores rendimentos de massa seca de
folhas ocorreram acréscimos de até 54% no rendimento de artemisinina por hectare,
se comparado com a testemunha que néo recebeu adubacé&o nitrogenada, mas com
maior teor da molécula. Davies et al. (2009) encontraram equilibrio no rendimento de
artemisinina nas doses intermediérias.

Ozguven et al. (2008) avaliou componentes de rendimento, rendimento
e contetdo de artemisinina em uma variedade selvagem de A. annua cultivada na
Turquia e tratada com quatro aplicacdes de nitrogénio (0, 40, 80 e 120 kg ha™).
Contraditoriamente, ndo encontrou diferencas estatisticas para as caracteristicas
investigadas, exceto o teor de artemisinina nas folhas secas, que aumentou
linearmente com a elevacdo das doses de N no primeiro ano de estudo (6,32 para
22,35 mg 100 g*) e resposta quadratica no segundo ano de estudo com menor teor
de artemisinina para 0 kg de N ha™ (7,53 mg 100 g); maior teor com adubac&o 80
kg de N ha* (27,50 mg 100 g*) e 17,28 mg 100 g™ de artemisinina para 120 kg de N
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ha*. Kapoor et al. (2007) e Jha et al. (2011) também observaram aumento nos
teores de artemisina nas plantas tratadas com adubacéo.

Kapoor et al. (2007) encontrou expressivo aumento de biomassa da
parte aérea de plantas de A. annua, em relacdo a testemunha, adubando com P
(110,5%), com inoculagéo das plantas com fungo Glomus fasciculatum (micorriza
arbuscular) (189,5%) e a combinacgao da inoculacdo e adubacao fosfatada (510,5%)
proporcionou 0s maiores resultados.

Jha et al. (2011) testando o uso de adubacdo organica, adubacao
quimica com NPK e NPKS, na India, avaliando em diferentes estadios de
desenvolvimento, encontrou aumentos significativos no rendimento de biomassa e
artemisinina, obtendo os maiores resultados para estas avaliagcbes com a adubacao
guimica NPKS e colheita na emissdao dos botdes florais, observando ainda
expressivo ganho na adubagdo com S, todavia o solo onde foram cultivadas as
plantas era pobre em S. Ahmad Malik et al. (2009) também observou incrementos no
rendimento de biomassa e 6leo essencial com adubacdo NPKS.

2.5 RESPOSTAS DE A. annua A ELICIACAO

Existem muitas substancias chamadas indutores de resisténcia ou
eliciadores, que agem estimulando a producdo de substancias do metabolismo
secundario vegetal e sintese de proteinas relacionadas a patogénese, responsaveis
pela defesa dos vegetais, tanto para patégenos quanto insetos. Entre estas sao
relacionadas como eliciadores a proteina harpina e o0 acibenzolar-S-metilico
(DURRANT; DONG, 2004).

Buscando alternativas para aumentar o rendimento de biomassa foliar
e artemisinina em A. annua, MARCHESE (2006b) verificou em experimentos
preliminares o aumento da taxa fotossintética em plantas de A. annua pulverizadas
com produtos a base de acibenzolar-S-metilico e harpina, estimuladores da
Resisténcia Sistémica Adquirida (RSA) e do crescimento vegetal (OOSTENDORP et
al., 2001; WEI et al., 1992; EDEN BIOSCIENCE CORPORATION, 2002a e 2002b). A
RSA ¢é um fenbmeno pelo qual a resisténcia a doencas infecciosas é
sistematicamente induzida por uma infeccdo localizada ou pelo tratamento com
substancias produzidas por alguns agentes patogénicos, podendo também ser por
um grupo diverso de substancias (DURRANT; DONG, 2004). A SAR requer a
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producdo da molécula sinalizadora - acido salicilico (AS) - que esta associada com a
atividade da enzima fenilalanina amonia-liase e com o acumulo de proteinas
relativas a patogénese (DURRANT & DONG, 2004).

Existem substancias patdgeno-relacionadas gue sao
reconhecidamente indutoras do metabolismo secundério, como quitosana (NGUYEN
et al.,, 2011; MA et al., 2009; LEI et al., 2011), que foi constatada como um eliciador
da producédo de artemisinina (MA et al., 2009). O fitohorménio metil jasmonato
mostrou ser um indutor do acumulo de artemisinina (YU et al.,, 2011; MA et al,,
2009). Extrato de oligossacarideos da parede do micélio de Colletotrichum sp. B501
provocou um aumento de 64,29% no teor de artemisinina (WANG et al., 2002). A
adicdo de micorrizas para raizes de plantas envasadas também aumentou os niveis
de artemisinina nas folhas (KAPOOR et al., 2007), em alguns trabalhos foi
observada uma correlagdo do aumento do teor de artemisinina com maior numero
de tricomas glandulares (glandulas capitatas) (GRAHAM et al. 2010; KAPOOR et al.,
2007; MARCHESE, 2006b).

WANG et al. (2002) observaram que o extrato de oligossacarideos da
parede do micélio de Colletotrichum sp. B501 provocou um aumento de 64,29 % no
teor de artemisinina quando aplicado em A. annua com relacdo ao controle néo
eliciado. Esses resultados sugerem que a artemisinina possa estar envolvida com a
defesa quimica da planta aos estresses bidticos e abidticos. Portanto, uma das
possibilidades de aumentar o teor da molécula na biomassa das plantas e
consequentemente, o fornecimento de artemisinina, € testar eliciadores ou
ativadores da defesa quimica em A. annua.

No estudo conduzido por Lei et al. (2011), testando aplicacdo de
quitosana em plantas de A. annua, encontraram aumento de 72% e 53% no
contetdo de acido dihidroartemisininco e artemisinina, respectivamente, nas folhas
tratadas em comparacdo com controle. Com méaximo acumulo de &cido
dihidroartemisininco 24 horas apos eliciacdo e artemisinina as 48 horas apés a
eliciacdo. Quitosana induziu a expressao de ADS e DBR2, o que poderia explicar o
aumento no nivel de metabolitos artemisininicos. Apos o tratamento de quitosana, as
guantidades de perdxido de hidrogénio (H,O,) e anion superéxido (O2) em folhas de
A. annua foram 1,4 e 3,0 vezes, respectivamente, superiores as do controle. O
acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS) provavelmente acelerou a
conversdo do &cido dihidroartemisininco para artemisinina. O tratamento ndo teve
qualquer efeito prejudicial para o crescimento A. annua.
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Kapoor et al. (2007) obtiveram sucesso com adicdo de micorriza
arbuscular nas raizes de plantas envasadas, com aumentos nos niveis de
artemisinina nas folhas de até 300% (0,1 para 0,3% da matéria seca de folhas) com
o fungo Glomus fasciculatum.

2.6 OLEO ESSENCIAL DE A. annua

Os oleos essenciais, sdo também conhecidos como 6leos volateis,
6leos etéreos e esséncias (ROBBERS et al., 1997; SIMOES et al., 2004) e definidos
pela ISO (International Organization for Standardization) como substancias extraidas
de partes de plantas através de hidrodestilacdo (SIMOES et al., 2004).

Os Oleos essenciais sdo compostos por substancias volateis, lipofilicas
e com odor caracteristico; estruturalmente detém em sua maioria substancias
terpendides (ROBBERS et al., 1997; SIMOES et al., 2004; WAGNER; WISENAUER,
2006), podendo variar sua concentracdo de acordo com a época do ano, estadio
fenologico (OLIVEIRA et al., 1998, MARCHESE; FIGUEIRA, 2005) e local de
armazenamento (SIMOES et al., 2004). As principais funcdes dos 6leos essenciais
estdo relacionadas com as atividades metabdlicas da planta (OLIVEIRA; AKISUE,
2005) como, por exemplo, na atracdo de polinizadores (morcegos, mariposas,
abelhas etc); inibicdo de predadores (larvas e formigas); ou ainda, como composto
alopético, que dentre suas caracteristicas pode inibir o crescimento de outras
plantas ao seu redor (SIMOES et al., 2004).

Oleos essenciais e seus componentes volateis sdo amplamente
utilizados para prevenir e tratar doencas humanas. Podem ser usados na prevencao
e tratamento de cancer, de doencas cardiovasculares, inclusive arteriosclerose e
trombose, podem também ser usados, por sua bioatividade, como antibacteriano,
antivirotico, antioxidante e agente antidiabético. Também usados em aromaterapia
em massagens, possuem propriedades terapéuticas (EDRIS, 2007).

Como citado anteriormente, A. annua possui grande capacidade de
producéo de 6leo essencial (QUITERIO, 2006), sendo seu maximo acimulo no inicio
da floracdo, podendo chegar de 0,49% (BAGCHI et al., 2003) a 0,53% da matéria
fresca (GALAMBOSI, 1980). O dleo apresenta atividade antioxidante, bactericida e
antifingica (JUTEAU et al., 2002; MAGALHAES et al., 2004; CAVAR et al., 2011). A

espécie também é utilizada comercialmente na perfumaria, na cosmética e em
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produtos sanitarios (GALAMBOSI, 1980; JAIN et al., 1996; MAGALHAES et al.,
2004).

Segundo Biogenic Stimulants (2011), sitio web europeu de vendas on-
line, em 15 de dezembro de 2011, o preco para compra do wormwood oil estava em
US$ 750,00 por kg e US$ 27,33 por 10 ml.

Véarios estudos, em diferentes paises, tém sido realizados buscando
identificar e quantificar os constituintes do 0Oleo essencial de A. annua, com
diferentes variedades ou acessos da espécie. Perazzo et al. (2003), Quispe-Condori
et al., 2005, Mohammadreza (2008), Bolina (2011) e Haider et al. (2004),
encontraram canfora e 1,8 cineol dentre os constituintes majoritarios do o6leo
essencial desta espécie. O 6leo essencial de A. annua apresenta um potencial
produtivo ainda pouco explorado (HAIDER et al.,, 2004). Os compostos da classe
dos terpenos sdo os principais no 6leo essencial de A. annua (MA et al., 2007),
sendo predominante monoterpenos no 6leo essencial das folhas (GOEL et al., 2007,
AHMAD MALIK et al., 2009) e sesquiterpenos do caule (GOEL et al., 2007).

Cavar et al. (2011) identificaram mais de 100 compostos, porém
canfora e artemisia cetona foram as principais substancias presentes no 6leo
essencial de plantas selvagens de A. annua cultivadas na Bésnia.

Estudando a composi¢cao quimica dos 6leos essenciais de A. annua da
cultivar Jwarharti, Goel et al. (2007), identificaram 86, 77 e 63 combinacfes de
substancias na folha, pétala e Oleos de caule, respectivamente. Descobriram
grandes diferencas na composicdo dos 6leos essenciais. A canfora, presente nas
folhas, estava ausente do 6leo essencial das pétalas e acido dihidroartemisininico
estava ausente no 6leo essencial do caule.

Segundo Goel et al. (2007), que estudaram a composi¢cao quimica dos
Oleos essenciais das partes aéreas (flores, folhas e caules) das variedades de A.
annua, rica em artemisinina “Jeevanraksha” e variedade pobre em artemisinina
Suraksha, de tipo ornamental, noventa e sete compostos compreendendo 91,3% do
total de Oleo essencial de "Jeevanraksha“ foram identificados. Quarenta e trés
monoterpenos (56,6%), 32 sesquiterpenos (31,1%) e 2 diterpenos  (0,2%)
compunham a maioria do 6leo essencial (87,9%). O 6leo essencial era desprovido
de artemisia cetona e continha canfora (13,5%), 1,8-cineol (9,4%), trans-sabinol
(7,1%), p-menta (7%), 5 dien-2-ol (6,3%), mirceno (4,7%), germacreno D (4,4%), (E)-
B-farneseno (3,9%), B-cariofileno (3,7%), lactona dihidroartemisinica (3,0%) e p-

cimeno (2,0%) como principais constituintes. Oitenta e seis substancias que
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representam 93,3% da composi¢cdo foram identificados no 6leo essencial da
variedade Suraksha, que continha artemisia cetona (47%), 1,8-cineol (8,4%),
canfora (5,9%) e a-pineno (5,2%) como 0s principais componentes. Segundo o
autor, muitas substancias foram detectadas no 6leo essencial de A. annua pela
primeira vez. Consistente com a origem hibrida da variedade "Jeevanraksha”, seu
O0leo essencial apresentou caracteristicas da composicdo quimica relatadas
anteriormente para 6leos essenciais de acessos de A. annua vietnamitas e norte-
americanos.

Woerdenbag et al. (1993) estudando variedades de A. annua de origem
chinesa e vietnamita oriundas de sementes, sugeriu a existéncia de diferentes
guimiotipos quando observou que as plantas de origem chinesa continham maior
conteudo de 6leo essencial 4,0% (volume/massa seca) e 0s principais constituintes
foram artemisia cetona (63,9%), artemisia alcool (7,5%), mirceno (5,1%), a-guaieno
(4,7%) e canfora (3,3%). Nas plantas de origem vietnamita 1,2% (volume/massa
seca) de Oleo essencial, e o0s constituintes principais foram canfora (21,8%),
germacreno D (18,3%), B-cariofileno (5,6%), trans-p-farneseno (3,8%) e 1,8-cineol
(3,1%). Diferencas também foram encontradas nos teores de artemisinina em extrato
diclorometano do material vegetal herbaceo: 1% de artemisinina (matéria seca) na
variedade vietnamita e 0,17% de artemisinina (matéria seca) na variedade chinesa.
Destacaram que a via de biossintese de terpendides seguiu predominantemente
para formacdo de sesquiterpenos nas plantas da variedade vietnamita e
monoterpenos para a varidade chinesa.

Ahmad Malik et al. (2009) estudando a abundéancia relativa de
isoprendides e outros componentes volateis das partes aéreas de A. annua, apos
diferentes tratamentos e analisado por CG e CG/MS. Observou que os
monoterpenos foram predominantes no Oleo essencial para testemunha com
rendimento de 0,28 *+ 0,04% de 6leo essencial no peso fresco. O 6leo essencial de
plantas tratadas com Azospirillum foi de 0,30 = 0,03% do peso fresco e consistia
principalmente monoterpenos. O 6leo essencial de plantas tratadas com adubacéo
de base N, P, K e S (120, 50, 100 e 50 kg ha™, respectivamente) foi de 0,32 + 0,03%
de peso fresco, com elevado teor de alcool tujilico. A hidrodestilacdo de A. annua
tratados com Glomus rendeu 0,50 = 0,02% de 6leo essencial no peso fresco, com
predominéncia de sesquiterpenos neste Oleo essencial, os resultados sugerem que
A. annua tratados com Glomus carece de tricomas glandulares, que sado os
principais locais de sintese de monoterpenos.
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Estudando a composi¢do quimica dos 6leos essenciais de A. annua da
cultivar Jwarharti, Goel et al. (2007), encontram inumeras substancias, onde
identificaram 86, 77 e 63 combinacdes de substancias na folha, pétala e Oleos de
caule, respectivamente. Descobriram grandes diferencas na composi¢cdo entre 0s
trés Oleos essenciais. A pétala e 6leos de folha sé@o ricos em monoterpenos. O 6leo
do caule é rico em sesquiterpenos. A canfora, presente no 6leo da folha, estava
ausente de Oleo de pétala.

J4, Khangholil & Rezaeinodehi (2008), realizaram estudos referentes
ao efeito de diferentes temperaturas no processo de secagem sobre a quantidade e
gualidade de 6leos essenciais de A. annua. Os resultados mostraram que o aumento
da temperatura de secagem diminuiu o teor de Oleo essencial, de 1,12%
(temperatura ambiente) para 0,88% (35 °C), 0,55% (45 °C), 0,50% (55 °C) e 0,37%
(65 °C). Trinta e cinco substancias foram determinadas nos 6leos essenciais, que
pertenciam principalmente a classe dos monoterpenos. A temperatura de secagem
teve um efeito significativo sobre a composi¢do dos 6leos essenciais e na propor¢cao
de seus varios componentes, com gradual reducdo no teor de monoterpenos
conforme o aumento da temperatura e aumento no teor de sesquiterpenos.
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3 CAPITULO | - PRODUCAO DE BIOMASSA E ARTEMISININA NA VARIEDADE
ARTEMIS DE Artemisia annua L. SUBMETIDA A NIVEIS DE ADUBACAO NPK

3.1 RESUMO

A Artemisia annua L. € uma planta herbacea, anual, originaria da China e aclimatada
ao Brasil, que produz a artemisinina - uma lactona sesquiterpénica utilizada no
tratamento da malaria - a espécie é a Unica fonte de producdo economicamente
viavel desta molécula. O objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta de niveis de
adubacdo quimica NPK para caracteres biométricos e de artemisinina no cultivo de
A. annua var. Artemis, em Pato Branco - Parana. Plantas de A. annua, cultivadas em
campo durante os anos de 2008 e 2009, foram submetidas a niveis crescentes de
adubacdo quimica NPK em um solo de média fertilidade. A dose de adubacao
referéncia foi definida com base na recomendacéo para cultura do milho (N: 160 kg
ha'; P,Os: 175 kg ha™; K,O: 90 kg ha™t), nas formulacdes Uréia, Super Fosfato
Simples e Cloreto de Potassio, sendo os tratamentos controle, meia dose, uma dose
e duas doses. A quantificacdo de artemisinina foi realizada por cromatografia em
camada delgada com deteccéo por densitometria. As massa seca de caule, massa
seca da parte aérea e relagéo folha caule se ajustaram para equacéo linear, com o0s
melhores resultados para duas vezes a dose: 10,43 t ha®, 14,21 t ha?,
respectivamente, e a maior relacao folha/caule (0,4) para tratamento testemunha. A
variavel massa seca de folhas obteve ajuste para equacdo de segundo grau, com
méxima eficiéncia técnica em 1,57 doses e rendimento estimado de 3,87 t ha™. As
doses de adubacdo NPK n&do promoveram ajustes significativos para teor de
artemisinina (média 5,98 kg t™) e produtividade de artemisinina (média 19,45 kg ha™)

nao apresentou ajustes significativos para reta.

Palavras-chave: adubacdo NPK, artemisinina, adubagdo quimica.
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3.2 ABSTRACT

Artemisia annua L. is an herbaceous annual plant, originally from China and
acclimatized to Brazil, which produces artemisinin, a sesquiterpene lactone used in
the treatment of malaria. The species is the only economically viable source of this
molecule. The objective of this work was to evaluate the response of NPK chemical
fertilizer levels for biometric characters and artemisinin in the culture of A. annua var.
Artemis, in Pato Branco - Parana. Plants of A. annua, grown in the field during the
years of 2008 and 2009, were submitted to increasing levels of NPK chemical
fertilizer in a ground of average fertility. The dose of reference fertilization was
defined on the recommendation basis for corn crop (N: 160 kg ha™; P,Os: 175 kg ha®
1 K,0: 90 kg ha'), in the formularizations Urea, Super Simple Phosphate and
Potassium Chloride, being the control treatments, half dose, one dose and two
doses. The quantification of artemisinin was carried through by thin layer
chromatography with detection by densitometry. The dry mass of stalk, aerial part dry
mass and the relation stalk-leaf had an adjustment for a linear equation, being the
best results achieved with two times the dose: 10,43 t ha™, 14.21 t ha™, respectively,
and greater relation stalk-leaf (0,4) for test treatment. The variable leaf dry mass got
an adjustment for second degree equation, with maximum efficiency technique in
1,57 doses and estimated yeld of 3,87 t ha™. NPK fertilizer doses didn't promote
significant adjustments on the artemisinin content (average 5,98 kg t*) and the
artemisinin productivity (average 19,45 kg ha™) did not show significant adjustments

for straight line.

Keywords: NPK fertilizer, artemisinin, chemical fertilization.

3.3 INTRODUCAO

Artemisia annua L. € uma planta herbacea anual altamente aromatica,
pertencente a familia Asteraceae, com habito de crescimento determinado
(MARCHESE, 2006a; MARCHESE et al., 2002) chegando a trés metros de altura
(MARCHESE, 2006a) e tem origem em regibes de clima temperado da China

(FERREIRA et al., 2005). O extrato aquoso da planta apresenta efeito alelopatico em
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algumas espécies cultivadas e em plantas daninhas (MAGIERO et al., 2009;
MORVILLO et al., 2011). Alguns sesquiterpenos produzidos pela planta, como a
artemisinina, causam forte inibicdo do crescimento de varias espécies (BAGCHI et
al., 1997) bem como possuem acentuada acao inseticida (JAIN et al., 1996; BAGCHI
et al., 2003). A A. annua possui grande capacidade de producdo de 6leo essencial
(QUITERIO, 2006), que apresenta forte efeito antimicrobiano, sendo seu maximo
acumulo no inicio da floracdo (GALAMBOSI, 1980; MAGALHAES et al., 2004;
CAVAR et al., 2011). A espécie também ¢é utilizada comercialmente na perfumaria,
na cosmeética e em produtos sanitarios (GALAMBOSI, 1980; JAIN et al., 1996;
MAGALHAES et al., 2004).

A A. annua, no entanto, possui maior notoriedade por ser a principal
fonte de artemisinina, uma lactona sesquiterpénica utilizada como principio ativo
antimalarico (JAIN et al., 1996; WHO, 2011; JAMALEDDINE et al., 2011; NGUYEN
et al.,, 2011; JHA et al.,, 2011), que desde seu isolamento, em 1971, vem sendo
empregada no combate a malaria (ENSERINK, 2005) e atualmente a molécula mais
eficaz no tratamento da doenca (ENSERINK, 2005; GRAHAM et al.,, 2010;
MILHOUS; WEINA, 2010; JHA et al.,, 2011; YU et al.,, 2011). Foi com a terapia
combinada com artemisinina (TCA) que o tratamento da maléaria grave, causada pelo
Plasmodium falciparum se tornou mais eficiente (WHO, 2005; ENSERINK, 2005),
multirresistente a outros antimalaricos utilizados anteriormente (FERREIRA;
LUTHRIA, 2010). A demanda por TCA aumentou rapidamente desde o apoio
financeiro aos paises atingidos pela enfermidade, apesar de ser 10 a 20 vezes mais
cara gque a terapia com cloroquina (WHO, 2005; ENSERINK, 2005). Aléem da sua
atividade antimalarica, a artemisinina revelou-se eficaz contra o cancer (SINGH; LAl,
2004; EFFERTH, 2005), Eimeria spp, Babesia spp, Leishmania spp, Neospora
caninum, Trypanosoma brucei rhodesiense (MISHINA et al., 2007), e Schistosoma
spp. (UTZINGER et al., 2001; XIAO et al., 2004).

No Brasil, o cultivo da A. annua, vem sendo realizado de forma
experimental, pelas Universidades Tecnoldgica Federal do Parana e Estadual de
Campinas (MARCHESE, 2006a) e esta sendo avaliada para cultivo em varzeas na
Amazobnia pela EMBRAPA Amazonia ocidental (Fontes et al., 2009).

Devido a importancia da planta como Unica fonte de artemisinina
economicamente viavel, em muitos paises com ocorréncia de casos de maléria,

existem esfor¢os na introducéo e aclimatacdo de A. annua (MUELLER et al., 2000),
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visando seu cultivo comercial para a producdo de fitofarmacos ou uso como
fitoterapico, podendo ser também para producado de 6leo essencial. A despeito dos
estudos existentes sobre a ecofisiologia da A. annua no Brasil e fatores do ambiente
afetando a producdo de biomassa e artemisinina (MAGALHAES et al., 1997;
MARCHESE, 1999; MARCHESE; REHDER, 2001; MARCHESE et al., 2002;
MARCHESE, 2006a, MARCHESE, 2006b; MARCHESE et al., 2010), pouca
informacdo € encontrada na literatura, se compararmos com outras espécies
cultivadas.

A crescente demanda e a instabilidade da produg&o de artemisinina
exigem o aperfeicoamento da cadeia produtiva de A. annua (FERREIRA et al., 2005;
FERREIRA; LUTHRIA, 2010). Os estudos sobre as plantas devem ser realizados
localmente, testando a resposta da planta as condi¢cbes intrinsecas do local
(FERREIRA et al., 2005), pois as condi¢cdes ambientais sdo muito variaveis e as
plantas respondem de forma diferente (MARCHESE; FIGUEIRA, 2005). Como
observado por Marchese (2006a) que comparou a producdo em Pato Branco-PR e
Campinas-SP, para a variedade 2/39x1V de A. annua, encontrando rendimentos
superiores de massa de folhas secas e artemisinina em Pato Branco, com
acrescimos de 48,1% e 42,1%, respectivamente, para estas variaveis, sobre os
resultados obtidos em Campinas.

Assim como a planta responde as condi¢des climéticas, também é
diretamente influenciada pela fertilidade do solo (MAGALHAES, 1996; FERREIRA,
2007; KAPOOR et al., 2007; OZGUVEN et al., 2008; AHMAD MALIK et al., 2009;
DAVIES et al., 2009; DAVIES et al., 2011; JHA et al., 2011). Estes estudos agricolas
de producdo devem ser ajustados para cada regido geografica (Ferreira et al., 2005).
Os estudos sobre adubacéo séo essenciais para otimizar os rendimentos da cultura,
elevando a produtividade e o lucro. Magalhdes (1996) estudou a influéncia de doses
de nitrogénio (N), (0, 32, 64 e 97 kg ha'), em uma variedade (parentais de origem
vietnamita e chinesa) de A. annua, cultivado & campo em Madagascar, na Africa.
Com a maior dose, também obteve os maiores resultados de biomassa e rendimento
de artemisinina, com rendimento de massa seca de folhas de 4,69 + 0,83 t ha™*; teor
de artemisinina 0,87% + 0,03 e rendimento de artemisinina de 41,3 + 8,4 kg ha™.
Ferreira (2007) verificou que em solos acidos A. annua é mais sensivel a falta de
calagem e N, depois P e por ultimo o K, sendo que a falta desse ultimo nutriente

resultou em aumento significativo do teor de artemisinina.



43

Em experimentos com variedades de A. annua conduzidos em
Campinas-SP, Magalhdes et al. (1997) e Magalhdes et al. (1999), utilizaram
adubacdo de cobertura de 90 kg ha' de nitrogénio na formulacdo de sulfato de
amonio. Nestes experimentos, plantas da variedade 2/39x1V de A. annua,
permaneceram no campo por 162 e 223 dias e obtiveram rendimentos médios de
massa seca de folhas de 2,056 e 2,923 t ha™* e rendimentos médios de artemisinina
de 21,38 e 25,43 kg ha™, respectivamente. As diferencas de rendimento de
artemisinina ndo foram maiores porque o teor de artemisinina variou de 1,04% para
0,87%, respectivamente.

Ahmad Malik et al. (2009), encontrou incrementos no rendimento de
biomassa e 6leo essencial com adubacdo NPKS, em relacdo a plantas controle e
tratadas com fungos micorrizicos. Jha et al. (2011) testando o uso de adubacao
organica, adubacdo quimica com NPK e NPKS, na india, avaliando em diferentes
estadios de desenvolvimento, encontrou aumentos significativos no rendimento de
biomassa e artemisinina, obtendo os maiores resultados para estas avaliacdes com
a adubacdo quimica NPKS e colheita na emissdo dos botbes florais, observando
ainda expressivo ganho na adubagéao com S, sendo, o solo onde foram cultivadas as
plantas, pobre em S.

Por outro lado, Ozguven et al. (2008) testou doses de N (0, 40, 80 e
120 kg ha™) por dois anos com uma variedade selvagem de A. annua, sem observar
aumento significativo nos rendimentos de biomassa e Oleo essencial. No entanto,
ocorreu resposta positiva para teor de artemisinina, que aumentou com as doses.
Kapoor et al. (2007) e Jha et al. (2011). Também observaram aumento nos teores de
artemisina nas plantas tratadas com adubacéo.

No trabalho de Magalhaes (1996) e Davies et al. (2009) houve relacéo
inversa e ndo proporcional entre maiores rendimentos de massa seca de folhas e
teor de artemisinina nas folhas de plantas de A. annua, com aumento dos niveis de
N. Desta forma, essa redugao no teor ndo impediu que os rendimentos por hectare
da molécula aumentassem. Davies et al. (2009) encontraram equilibrio no
rendimento de artemisinina nas doses intermediarias.

Kapoor et al. (2007) encontrou expressivo aumento de biomassa da
parte aérea de plantas de A. annua, em relacdo a testemunha, adubando com P
(110,5%), com inoculagéo das plantas com fungo Glomus fasciculatum (micorriza
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arbuscular) (189,5%) e a combinacgéo da inoculacdo e adubacao fosfatada (510,5%)
proporcionou 0s maiores resultados.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta de niveis de adubacao
guimica NPK para caracteres biométricos e de artemisinina no cultivo de Artemisia

annua L. var. Artemis, cultivadas a campo em Pato Branco - Parana.

3.4 MATERIAL E METODO

O experimento foi conduzido em campo durante a safra 2008 e 2009,
na estacdo experimental do Curso de Agronomia da UTFPR, localizado na cidade de
Pato Branco-PR, em latitude 26°07' S, longitude 52°41' W, altitude de 760m, clima
subtropical umido (Cfa), segundo classificacdo de Koéppen, num Latossolo Vermelho
distréfico tipico.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, com quatro
repeticbes e quatro tratamentos: trés niveis de adubacdo NPK e testemunha sem
adubacdo. Cada unidade experimental foi constituida de 9,6 m2, 25 plantas, cinco
linhas de 2,4 m de comprimento, distancia entre linhas de 1,0 m e espacamento de
0,6 m, densidade de 16.667 plantas por hectare.

As mudas de A. annua var. Artemis provenientes de sementes foram
produzidas em condicdo de fotoperiodo de 15 horas em casa de vegetacao (luz
natural complementada com luz artificial) (figura 7). As sementes foram semeadas
em 16/08/08, em vasos plasticos de 200 ml, contendo substrato orgéanico
esterilizado. Com aproximadamente 50 dias e 15 cm de altura, as mudas foram
transplantadas para o campo em 06/10/08.

Utilizando uma éarea com solo de média fertilidade, a recomendacéao
técnica de adubac&o foi realizada segundo a COMISSAO... (2004), com base em
anélise quimica do solo (tabela 1), para producéo de 10 t ha™ de gréos de milho (N:
160 kg ha™; P,Os: 175 Kg ha*; K,O: 90 Kg hal), nas formulacdes Uréia, Super
Fosfato Simples e Cloreto de Potassio.

Foi escolhida a recomendacao de adubacédo para a cultura do milho
porque a producdo de biomassa das espécies é semelhante e ndo ha uma
recomendacdo especifica para A. annua. Definindo proporcionalmente o0s

tratamentos: meia dose, uma dose e duas vezes a dose (tabela 2). O nitrogénio (N),
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em cobertura, foi parcelado em duas aplica¢des (12/11/08 e 09/12/08). A adubacao
foi realizada em toda area da parcela. Foi previamente realizada a correcao da
acidez do solo em toda area do experimento para elevar a saturacdo de bases para
80% utilizando-se calcario filler (PRNT 91%), na dose de 2,65 t ha’, incorporado

através de uma escarificagdo e uma gradagem.

e

Figura 7 — Vasos plasticos semeados com Artemisia annua L., com complementacédo de luz artificial
para fotoperiodo de 15 horas, em 20/08/2008. UTFPR, 2011.

Tabela 1 - Caracteristicas quimicas do solo antes da implantacdo do experimento. UTFPR, 2011.

pH- Indice

+ 2+ 2+ 3+ 4 3+

cacl, SMP MO P K Ca Mg Al H™+Al CTC V m
gdm®  mgdm® cmol,dm™ %

5,22 5,98 50,26 3,19 0,306 4,51 3,51 0 5075 134 62,0 0,0

MO = matéria organica; V = saturac@o por bases; m = saturacéo por aluminio.

Tabela 2 - Descrigdo detalhada dos tratamentos com os niveis de adubacao utilizados. UTFPR, 2011.

Adubac&o de plantio (kg ha™) Adubac&o de cobertura (kg ha™)**
Tratamentos =772 p,0, K20 N (3/4)
o* 0 0 0 0
0,5 20 87,5 45 60
1,0 40 175,0 90 120
2,0 80 350,0 180 240

* Nimero de vezes a adubacéo recomendada para cultura do milho
** Adubacéo de cobertura foi parcelada, 37 e 64 dias ap6és o transplante (12/11/08 e 09/12/08).

Para as avaliacGes foram utilizadas as nove plantas centrais, sendo

descartadas as bordaduras. Foi realizada avaliacdo da emissdo dos botbes florais
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apos a inducédo floral e semanalmente medida a altura das plantas (figura 8). A
colheita foi realizada cortando as plantas rente ao solo no dia 16 de marco (161 dias
apos o transplante), quando 50 +1 % das plantas da parcela ja haviam iniciado a

emissao dos botdes florais.

Inicio da Botao floral Wty Bl
diferenciacao do desenvolvido eno Florescimento
botao floral

%

Figura 8 — llustragdo do inicio da diferenciagdo do botéo floral, botéo floral desenvolvido e pleno
florescimento de Artemisia annua L. e medi¢do da altura de plantas no experimento com doses de
adubacdo NPK. UTFPR, 2011.

Apo6s secagem do material em estufa com circulagdo de ar + 35 °C
foram realizadas as mensuracdes biométricas de massa seca. Amostras de folhas
foram desidratadas separadamente em estufa de secagem, até peso constante, a
uma temperatura de + 40 °C, para determinacéo do teor de artemisinina (FIGUEIRA;
SARTORATO, 1997).
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Para a quantificacdo do teor de artemisinina foi utilizada técnica de
Cromatografia em Camada Delgada com Deteccdo Densitométrica (CCD-DT),
baseada no método descrito por Delabays (1997) e adaptado por Marchese et al.
(2001). Para cada amostra, 100 mg de folhas finamente moidas foram extraidas em
5 ml de tolueno, em ultra-dispersor Homo Mix (D-130), por 60 segundos a 30.000
RPM. Posteriormente, o extrato foi centrifugado durante 6 minutos a 3200 xg. Com
uma microseringa, 3 pl de cada extrato foram aplicados sobre uma placa de silica-
gel 60 Fus4 (MERCK art. 1.05554.0001). Cada placa recebeu quatro diferentes
concentracbes de artemisinina padrao (1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 pyl de uma solucéo
contendo 0,25 pg/ul) ao centro, mais 6 aplicacdes laterais, em duplicata, das
amostras. As placas do ensaio foram eluidas em cuba de vidro previamente
saturada com uma mistura de cloroformio:metanol (99,5:0,50). Para a revelacao
utilizou-se uma solugdo composta por 50 ml de acido acético glacial, 0,5 ml de
anisaldeido e 1,0 ml de acido sulfarico concentrado, que foi borrifada sobre as
placas. Posteriormente, cada placa foi colocada em uma estufa a 110 °C durante
cinco minutos. Apés a revelacao, para quantificacdo da artemisinina, utilizando-se a
curva padrdo de cada placa e a avaliacdo por fotodensitometria, analisou-se a
densidade de cada mancha com o software PHARMACIA BIOTHECH/IMAGE
MASTER 1D.

As variaveis avaliadas foram: massa seca de folha (MSF; t ha™), massa
seca de caule (MSC; t ha'), massa seca da parte aérea (MSPA; t ha™), razdo
folha/caule (RFC) teor de artemisinina (TART; kg t* MSF), produtividade de
artemisinina (PART; kg ha™).

Os dados foram submetidos a testes de normalidade, analise de

variancia e analises complementares com o programa ASSISTAT (Silva et al., 2009).

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a variaveis biométrica — massa seca de caule (MSC), massa seca
da parte aérea (MSPA) e razédo folha/caule (RFC) houve significancia para o ajuste
nas equacdes de primeiro grau, ajuste linear e segundo grau para variavel massa
seca de folha (MSF) (figura 9). JA4 para as variaveis MSC e MSPA houve

crescimento linear conforme a elevag¢do do nivel de adubacgéo, sendo a maior dose
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(duas doses) onde se obteve os maiores resultados para estas variaveis: MSC
(10,43 t ha') e MSPA (14,21 t ha™). Para a variavel (RFC) houve decréscimo linear
com o aumento da adubacéo e o tratamento sem adubacéo apresentou a maior RFC
(0,4). A variavel MSF apresentou a maxima eficiéncia técnica no nivel de adubacéo

1,57 vezes a dose, onde se estima a producdo de 3,87 t ha’ de massa seca de

folhas.
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Figura 9 - (a) Produtividade de massa seca de folhas (MSF), (b) massa seca de caule (MSC), (c)
massa seca da parte aérea (MSPA) e (d) relagcdo folha/caule (RFC) em plantas de Artemisia annua L.
submetidas a diferentes niveis de adubacdo NPK. R2: coeficiente de determinacéo; C.V.: coeficiente
de variagdo; p: probabilidade do erro; MS: massa seca. UTFPR, 2011.

O ajuste linear da andlise de regressdo, para as variaveis MSC e
MSPA, demonstra que néo foi alcancada a maxima eficiéncia técnica com as doses
de adubo testadas, portanto, poderia se obter maiores rendimentos com maiores
doses. Dessa forma, nao foi possivel identificar o maximo rendimento de biomassa
para estas varidveis. Com o ajuste quadratico para MSF foi possivel estimar a
maxima eficiéncia técnica para producdo de massa seca de folhas (3,87 t ha™ com
1,57 doses). Os valores obtidos sdo elevados se comparados com outros trabalhos
realizados no Brasil. O maior rendimento estimado de MSF (3,87 t ha™* para 1,57
doses) com cultivo de 161 dias, é 27% superior aos 3,045 t ha™* encontrados no
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trabalho de Marchese (2006a) com cultivo de 165 dias em Pato Branco-PR; 32%
superior aos 2,923 t ha com cultivo de 223 dias em Campinas-SP (Magalhées et
al., 1997); 88% superior aos 2,056 t ha, em cultivo de 162 dias em Campinas-SP
(MAGALHAES et al., 1999). No entanto, Magalhdes (1996) encontrou resultados
superiores em cultivo conduzido em regides montanhosas do pais africano de
Madagascar, utilizando uma variedade proveniente de parentais vietnamitas e
chineses, obtendo 4,69 t ha™ de MSF utilizando 97 kg ha™ de N. J4 com uso de 64
kg ha™ de N houve uma produtividade semelhante de MSF (3,88 t ha*), mas estes
estudos foram realizados sob condi¢cGes diferentes de clima e cultivo, por ex., a
densidade de plantas era de 28.400 plantas por hectare e as plantas permaneceram
13 dias a mais sendo cultivadas no campo, totalizando 176 dias. Outros trabalhos
encontraram respostas lineares de rendimentos de biomassa para adubacéo
exclusiva com N ou K (Davies et al., 2009) e B, e resposta quadratica para P (Davies
et al., 2011).

Analisando a RFC pb6de-se observar que as plantas apresentaram
tendéncia a aumentar a particdo de biomassa para os ramos e caule (menor RFC)
quanto melhores as condi¢Bes nutricionais do solo (maior adubacdo NPK). A RFC é
uma variavel importante no processo de extracdo da artemisinina, pois o caule tem
ceras que dificultam o processo de extracdo (Marchese et al., 2010). Assim, o
interessante sao maiores valores de RFC.

Para as variaveis TART e RART ndo houve ajuste significativo a 5% de
probabilidade, sendo a média para TART 5,98 kg t* MSF e para RART 19,45 kg ha™
(figura 10).
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Figura 10 - (a) Teor (TART) e (b) produtividade (PART) de artemisinina em plantas de Artemisia
annua L. submetidas a diferentes niveis de adubagdo NPK. C.V.: coeficiente de variacdo; p:
probabilidade do erro. UTFPR, 2011.
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Os resultados encontrados para TART apresentam um decréscimo
com tendéncia linear, apesar de nao haver ajuste da reta. Esse resultado era
esperado, jA que artemisinina € uma lactona sesquiterpénica, produto do
metabolismo secundario, mostrando o investimento da espécie no metabolismo
primario com a melhoria das condi¢cbes necessarias para seu desenvolvimento
(aumento dos niveis de adubacdo), isso porque quanto maior a quantidade de
recursos disponiveis (adubo, p.ex.), maior o investimento das plantas em
metabdlitos primarios, em detrimento de metabdlitos secundarios, como 6leo
essencial, (MARCHESE; FIGUEIRA, 2005; e MARCHESE et al., 2010).

Marchese et al. (2010) observaram um aumento significativo no
conteudo de artemisinina em folhas de A. annua tratadas com estresse por
deficiéncia hidrica (potencial hidrico de -1,39 MPa). Esse resultado pode ser
atribuido ao fato de que, sob deficiéncia hidrica moderada, o crescimento diminui
enquanto a fotossintese ainda esta ocorrendo, assim, o0 excesso de fotoassimilados
seria redirecionado para o metabolismo secundario, como na biossintese de
artemisinina, em detrimento do metabolismo primario. Marchese e Figueira (2005)
ressaltam que, usualmente, quantidades limitadas de recursos, como nutrientes, tém
efeito negativo sobre o crescimento e desenvolvimento das plantas, porém,
estresses moderados muitas vezes sao positivos para o acumulo de substancias
bioativas em espécies medicinais, aromaticas e condimentares.

Para a variavel produtividade de artemisinina (PART) ndo houve ajuste
da reta, mas as médias apresentam tendéncia quadratica, com maior média de
PART no tratamento uma dose (20,47 kg ha®) mostrando que o decréscimo que
ocorreu no TART, produto do metabolismo secundario, € compensado pelo aumento
da MSF, produto do metabolismo primario. Magalhdes (1996) e Davies et al. (2009)
estudaram separadamente o uso de doses de adubacéo nitrogenada e encontraram
aumento linear na massa seca de folhas e decréscimo linear no conteddo de
artemisinina, encontrando os maiores rendimentos de artemisinina em doses
intermediarias de N. Segundo Davies et al. (2009), a maximizacdo da PART requer
otimizacdo de biomassa vegetal através do controle da adubacdo nitrogenada.
Davies et al. (2011), testando adubacédo fosfatada ndo observou diferencas para
TART, no entanto, obteve resposta quadratica para PART, com o aumento da
biomassa de MSF.
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Por outro lado, Jha et al. (2011) encontrou aumento para TART com
adubacdo NPK e NPKS. Ozguven et al. (2008) estudando doses de N (0 a 120 kg
ha') em plantas de variedade selvagem de A. annua encontrou aumento linear no
TART. Kapoor et al. (2007), observou aumento no TART, com adubacéao fosfatada e
adubacao com inoculagéo de micorriza arbuscular.

Quanto a técnica utilizada para determinacédo da artemisinina (CCD-
DT), é importante salientar que contrapondo as vantagens de ser simples, rapida e
barata, objetivando avaliacédo rapida de plantas com alto rendimento de artemisinina
(KOOBKOKKRUAD et al., 2007), € considerada semi-quantitativa (FOGLIO, 1996),
por ndo possuir exatiddo quando comparada com outras técnicas, podendo
superestimar em até 30% (Marchese et al., 2001) ou subestimar os valores em até
20% (DELABAYS et al. 1994) quando comparada com outras técnicas de analise
precisas e exatas como Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detec¢do no
Ultravioleta (CLAE-UV) (MARCHESE et al., 2001), Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia com Detector Eletroquimico (CLAE-EQ) (DELABAYS et al. 1994) e
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com deteccdo por indice de refracéo
(CLAE-IR) (REHDER et al., 2002).

Devido a resposta linear de algumas variaveis biométricas para 0s
niveis de adubacdo testados é importante continuar estes estudos de adubacéo,
sendo importante também para confirmagdo destes resultados, pois este foi o

primeiro trabalho com adubacgédo em A. annua na regiao sudoeste do Parana.

3.6 CONCLUSOES

As variaveis massa seca de caule, massa seca da parte aérea e razao
folha/caule se ajustaram para a equacao linear, com os melhores resultados com
tratamento duas doses 10,43 t ha!, 14,21 t ha™, respectivamente para as variaveis
biométricas, e maior razéo folha/caule (0,4) para a testemunha. A variavel massa
seca de folha obteve ajuste para a equagdo de segundo grau, com maxima
eficiéncia técnica em 1,57 doses e rendimento estimado de 3,87 t ha™. A influéncia
das doses de adubacdo NPK sobre teor de artemisinina (média 5,98 kg t) e
produtividade de artemisinina (média 19,45 kg ha') ndo apresentou ajustes

significativos da reta.
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4 CAPITULO Il - PRODUCAO DE BIOMASSA E ARTEMISININA NA VARIEDADE
ARTEMIS DE Artemisia annua L. ELICIADA COM ACIBENZOLAR-S-METILICO E
HARPINA

4.1 RESUMO

A A. annua L. é uma planta herbacea anual, originaria da China e aclimatada ao
Brasil, que produz artemisinina, uma lactona sesquiterpénica utilizada no tratamento
da malaria. A espécie é a Unica fonte economicamente viavel desta molécula. Os
eliciadores estimulam o metabolismo secundario dos vegetais e a sintese de
proteinas relacionadas a patogénese, induzindo a resisténcia dos vegetais aos
patdgenos e insetos. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito dessa inducdo em
plantas de A. annua var. Artemis pelas substancias acibenzolar-S-metilico (ASM) e
proteina harpina sobre caracteres biométricos e producdo de artemisinina. Plantas
de A. annua, cultivadas em campo em Pato Branco — Parana, durante os anos de
2008 e 2009, foram submetidas a eliciagdo com ASM e dois produtos a base de
proteina harpina, por meio de trés pulverizacbes semanais, desde o inicio do
periodo de inducéo floral até uma semana antes da colheita. O material foi seco e
separado, a quantificacdo de artemisinina foi realizada por cromatografia em
camada delegada com detec¢do por densitometria. O Uso dos eliciadores ASM e
proteina harpina aplicados em plantas de A. annua cultivadas em campo, nao
resultaram em diferencas significativas nas biomassas de folha, caule e parte aérea,
como também ndo apresentaram alterac6es na relacao folha/caule e nos teores e
produtividade de artemisinina.

Palavras-chave: Eliciacdo, artemisinina, inducéo de resisténcia.

4.2 ABSTRACT

Artemisia annua L. is an herbaceous annual plant, originally from China and
acclimatized to Brazil, which produces artemisinin, a sesquiterpene lactone used in
the treatment of malaria. The species is the only economically viable source of this

molecule. The eliciators stimulate the secondary metabolism of vegetables and the
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protein synthesis related to the patogénese, inducing the resistance of vegetables to
the pathogens and insects. The objective of this work was to evaluate the effect of
this induction in plants of A. annua var. Artemis for substances acibenzolar-S-
methylic (ASM) and harpin protein on biometric characters and production of
artemisinin. Plants of A. annua, cultivated in field in Pato Branco- Parand, during the
years of 2008 and 2009, were submitted to the eliciation with ASM and two products
harpin-protein based, by means of three weekly sprayings, since the beginning of the
period of floral induction up to one week before the harvest. The material was dried
and separated, the quantification of artemisinin was carried through by thin layer
chromatography with detection by densitometry. The use of the elicitors ASM and
harpin protein applied in plants of A. annua cultivated in the field, did not result in
significant differences in the leaf, stalk and aerial part biomasses, as well as they did
not show alterations in the relation leaf-stalk and in the content and productivity of

artemisinin.

Keywords: Eliciation, artemisinin, resistance induction.

4.3 INTRODUCAO

Artemisia annua L. € uma planta herbacea, anual, altamente aromatica,
pertencente a familia Asteraceae, com habito de crescimento determinado
(MARCHESE, 2006a; MARCHESE et al., 2002), chegando a 3 metros de altura
(MARCHESE, 2006a). Tem origem em regides de clima temperado da China
(FERREIRA et al., 2005). O extrato aquoso da planta apresenta efeito alelopatico em
algumas espécies cultivadas e em plantas daninhas (MAGIERO et al., 2009;
MORVILLO et al., 2011). Alguns sesquiterpenos produzidos pela planta, como a
artemisinina, causam forte inibicdo do crescimento de varias espécies (BAGCHI et
al., 1997) e tem acentuada acéo inseticida (JAIN et al., 1996; BAGCHI et al., 2003).
A espécie também é utilizada comercialmente na perfumaria, na cosmética e em
produtos sanitarios (GALAMBOSI, 1980; JAIN et al., 1996; MAGALHAES et al.,
2004).

A A. annua, no etanto, possui maior notoriedade por ser a principal
fonte de artemisinina, uma lactona sesquiterpénica utilizada como principio ativo
antimalarico (JAIN et al., 1996; WHO, 2011; JAMALEDDINE et al., 2011; NGUYEN
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et al., 2011; JHA et al.,, 2011), que desde seu isolamento, em 1971, vem sendo
empregada no combate a maléria (ENSERINK, 2005). Atualmente a artemisinina é a
molécula mais eficaz no tratamento da doenca (ENSERINK, 2005; GRAHAM et al.,
2010; MILHOUS; WEINA, 2010; JHA et al., 2011; YU et al., 2011). Foi com a terapia
combinada com artemisinina (TCA) que se tornou mais eficiente o tratamento da
malaria grave, causada pelo Plasmodium falciparum (WHO, 2005; ENSERINK,
2005), multirresistente a outros antimalaricos utilizados anteriormente a artemisinina
se tornou mais eficinete (FERREIRA; LUTHRIA, 2010). A demanda por TCA
aumentou rapidamente desde o apoio financeiro aos paises atingidos pela
enfermidade, apesar de ser 10 a 20 vezes mais cara que a terapia com cloroquina
(WHO, 2005; ENSERINK, 2005). Além da sua atividade antimalarica, a artemisinina
revelou-se eficaz contra o cancer (SINGH; LAI, 2004; EFFERTH, 2005), Eimeria spp,
Babesia spp, Leishmania spp, Neospora caninum, Trypanosoma brucei rhodesiense
(MISHINA et al., 2007), e Schistosoma spp. (UTZINGER et al., 2001; XIAO et al.,
2004).

As condi¢cbes ambientais que afetam A. annua podem ser fatores
biéticos (WANG et al., 2002; KAPOOR et al., 2007; MA et al., 2009; NGUYEN et al.,
2011) e abidticos (Marchese et al. 2010). Dentro dos fatores abidticos que podem
afetar os vegetais existem muitas substancias denominadas indutores de resisténcia
ou eliciadores que estimulam a producéo de substancias do metabolismo secundario
vegetal e a sintese de proteinas relacionadas a patogénese, responsaveis pela
defesa dos vegetais. Entre estas séo relacionadas como eliciadores a proteina
harpina e o acibenzolar-S-metilico (DURRANT; DONG, 2004). Existem outras
substancias, patdgeno-relacionadas que sdo reconhecidamente indutores do
metabolismo secundario, como a quitosana (NGUYEN et al., 2011; MA et al., 2009;
LEI et al., 2011), que foi constatada como um eliciador da produgéao de artemisinina
(MA et al., 2009). O fitohormoénio metil jasmonato mostrou ser um indutor do acumulo
de artemisinina (YU et al.,, 2011; MA et al.,, 2009), como também o extrato de
oligossacarideos da parede do micélio de Colletotrichum sp. (WANG et al., 2002). A
adicdo de micorrizas em raizes de plantas envasadas também aumentou os niveis
de artemisinina nas folhas de A. annua (KAPOOR et al., 2007). Em alguns trabalhos
foi observada uma correlagdo do aumento do teor de artemisinina com um maior
namero de tricomas glandulares (glandulas capitatas) (MARCHESE, 2006b;
KAPOOR et al., 2007; GRAHAM et al. 2010). Os compostos acibenzolar-S-metilico e

proteina harpina também foram testados como indutores para A. annua em casa de
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vegetacdo, nos EUA, com aumento nas trocas gasosas, mas sem inducéo efetiva
nos teores de artemisinina. No entanto, esses resultados séo preliminares e gerados
em ambiente controlado, com necessidade de serem experimentados em campo,
para obterem afirmag¢des conclusivas (MARCHESE, 2006b).

No estudo conduzido por Lei et al. (2011), testando aplicacdo de
quitosana (100 mg L™) em plantas de A. annua, encontrou-se o aumento de 72% e
53% no conteudo de acido dihidroartemisinico e artemisinina, respectivamente, nas
folhas tratadas em comparagcdo com controle, com maximo acumulo de &cido
dihidroartemisininco 24 horas apos eliciagdo e artemisinina as 48 horas apos a
eliciacdo. O uso de quitosana induziu a expressdo dos genes de amorpha-4,11-
dieno sintase (ADS) e aldeido artemisininico redutase (DBR2), o que poderia
explicar o aumento no nivel de metabdlitos artemisininicos. Apds o tratamento de
quitosana, as quantidades de peréxido de hidrogénio (H.O,) e anion superoéxido (O2
) em folhas de A. annua foram 1,4 e 3,0 vezes, respectivamente, superiores as do
controle. O acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS) provavelmente
acelerou a conversao do acido dihidroartemisininco para artemisinina. O tratamento
nao teve qualquer efeito prejudicial para o crescimento A. annua.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a inducéo em plantas de Artemisia
annua L. var. Artemis com acibenzolar-S-metilico e proteina harpina sobre
caracteres biométricos e de producéo de artemisinina.

4.4 MATERIAL E METODO

O experimento foi conduzido em campo durante a safra 2008 e 2009,
na estacéo experimental do Curso de Agronomia da UTFPR, localizado na cidade de
Pato Branco-PR, em latitude 26°07' S, longitude 52°41' W, altitude de 760m, clima
subtropical umido (Cfa), segundo classificacdo de Képpen, num Latossolo Vermelho.

O delineamento experimental usado foi em blocos casualizados, com
quatro repeticbes e quatro tratamentos, sendo trés ativadores da defesa quimica:
ASM (acibenzolar-S-metilico, 500 mg L™* - Produto comercial Bion® 500 WG);
Harpina-M (750 mg L™ - Produto comercial Messenger® - 3% i.a.) e Harpina-P (750
mg L - Produto comercial Proact’™ - 1% i.a.), e agua destilada como controle
(Tabela 3). Cada unidade experimental foi constituida de 9,6 m2, 25 plantas, cinco
linhas de 2,4 m de comprimento, distancia entre linhas de 1,0 m e espacamento de
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0,6 m, e densidade de 16.667 plantas h™. As doses foram determinadas segundo
MARCHESE (2006b).

Tabela 3 - Descricdo detalhada dos tratamentos utilizados, moléculas, doses, produto comercial e
aplicacbes. UTFPR, 2011.

o Dose Calda Produto -
Tratamentos Principio Ativo (mg LY (L ha™) Comercial Aplicagdes*
ASM acibenzolar-S-metilico 500 200 Bion® 500 WG 3
Harpina-M Proteina Harpina 750 200 Messenger® 3
Harpina-P Proteina Harpina 750 200 Proact'" 3
Controle - - 200 - 3

* Aplicacdes semanais, iniciando apdés a inducéo floral até uma semana antes da colheita.

Mudas de A. annua var. Artemis provenientes de sementes (16/08/08)
foram produzidas em condicao de fotoperiodo de 15 horas em casa de vegetacdo
(luz natural complementada com luz artificial). As sementes foram semeadas em
vasos plasticos de 200 ml contendo substrato orgéanico esterilizado. Com
aproximadamente 50 dias e 15 cm de altura, foram transplantadas para o campo em
06/10/08.

A correcdo da fertilidade foi realizada previamente com correcdo da
acidez em toda area do experimento aplicando 2,7 t ha™ de calcério filler (PRNT
91%), incorporando através de uma escarificacdo e uma gradagem, com base na
analise de solo (tabela 4). A adubacao de base foi realizada em toda area com N: 40
kg hal; P,Os: 135 kg ha™; K,O: 60 kg ha®, sendo as formulacdes: Uréia, Super
Fosfato Simples e Cloreto de Potassio. O nitrogénio (N), em cobertura foi 277,5 kg
ha™ de N na formulag&o Uréia.

Tabela 4 - Caracteristicas quimicas do solo antes da implantacdo do experimento. UTFPR, 2011.

pH - indice + 2o g 26 A3 e a3

cacl, swp MO P K' ca®* Mg AP H+AP cTC VvV m
gdm®  mgdm® cmol, dm™ %

487 598 54,18 6,17 0,47 433 3,02 015 7,36 1518 51,54 211

MO = matéria organica; V = saturacdo por bases; m = saturacéo por aluminio.

Os eliciadores foram aplicados usando um pulverizador costal portatil
equipado com um cilindro de CO, conectado a uma haste de aluminio com 06 bicos,
pressdo constante e vazdo média aproximada de 35,58 ml s™.

Quando as plantas sofreram a inducédo floral (aumento abrupto da
altura e numero de entrenés) foi iniciada a aplicacdo dos eliciadores (figura 11).
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Foram trés aplicacdes semanais, sendo a 12 em 21/02/09, a 22 em 28/02/09 e a 32
em 07/03/09, permitindo que durante cada pulverizacdo as plantas recebessem em
média 3,33 mg planta™ de acibenzolar-S-metilico (Bion® 500 WG), 5,03 mg planta™
de Harpina-M (Messenger®) e 5,17 mg planta® de Harpina-P (Proact™), para o
controle foi realizada aplicacdo apenas de agua destilada (Tabela 3).

Figura 11 - Isolamento das parcelas (esquerda) e pulverizacdo dos eliciadores (direita) no
experimento com aplicacédo dos eliciadores acibenzolar-S-metilico e proteina. UTFPR, 2011.

Para as avaliacOes foram utilizadas as nove plantas centrais, sendo
descartadas as bordaduras. Foi realizada avaliacdo da emissdo dos botdes florais
apos a inducéo floral e semanalmente a medida da altura das plantas. A colheita foi
realizada cortando as plantas rente ao solo no dia 14/03/09 (159 dias apés o
transplante), quando 50 +1 % das plantas da parcela ja haviam iniciado a emisséo
dos botdes florais.

ApoGs secagem do material em estufa com circulacdo de ar + 35 °C,
foram realizadas as mensuracdes biométricas de massa seca. Amostras de folhas
foram desidratadas separadamente em estufa de secagem, até peso constante, a
uma temperatura de + 40 °C, para determinagéo do teor de artemisinina (FIGUEIRA,
SARTORATO, 1997).

Para a quantificacdo do teor de artemisinina foi utilizada uma técnica
de Cromatografia em Camada Delgada com Deteccdo Densitométrica (CCD-DT),
baseada no método descrito por Delabays (1997) e adaptado por Marchese et al.
(2001). Para cada amostra, 100 mg de folhas finamente moidas foram extraidas em
5 ml de tolueno, em ultra-dispersor Homo Mix (D-130), por 60 segundos a 30.000
RPM. Posteriormente, o extrato foi centrifugado durante 6 minutos a 3200 xg. Com
uma microseringa, 3 pl de cada extrato foram aplicados sobre uma placa de silica-
gel 60 Fzs4 (MERCK art. 1.05554.0001). Cada placa recebeu quatro diferentes
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concentracbes de artemisinina padréo (1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 pyl de uma solucao
contendo 0,25 pg/ul) ao centro, mais 6 aplicacdes laterais, em duplicata, das
amostras. As placas do ensaio foram eluidas em cuba de vidro previamente
saturada com uma mistura de cloroférmio:metanol (99,5:0,50). Para a revelacao
utilizou-se uma solugdo composta por 50 ml de acido acético glacial, 0,5 ml de
anisaldeido e 1,0 ml &cido sulfarico concentrado, que foi borrifada sobre as placas.
Posteriormente, cada placa foi colocada em uma estufa a 110 °C durante cinco
minutos. Apos a revelacdo, para quantificagdo da artemisinina, utilizou-se a curva
padrdo de cada placa e a avaliagdo por fotodensitometria, analisando-se a
densidade de cada mancha com o software PHARMACIA BIOTHECH/IMAGE
MASTER 1D.

As variaveis determinadas foram: massa seca de folha (MSF; t hal),
massa seca de caule (MSC; t ha), massa seca da parte aérea (MSPA; t hat), razdo
folha/caule (RFC) teor de artemisinina (TART; kg t* MSF), produtividade de
artemisinina (PART; kg ha™).

Os dados foram submetidos a testes de normalidade, analise de
variancia e analises complementares com o programa ASSISTAT (Silva et al., 2009).

4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para as variaveis biométricas — massa seca de folha (MSF), massa
seca de caule (MSC), massa seca da parte aérea (MSPA), razéo folha/caule (RFC) —
nao houve diferenca significativa entre os tratamentos (figura 12). A precisdo para
estas variaveis ficou entre média e alta, mostrando boa confiabilidade dos dados.
Desta forma, a aplicacdo dos eliciadores com base em acibenzolar-S-metilico e
proteina harpina néo resultaram em altera¢cdes na biomassa e na RFC.

Nas variaveis teor de artemisinina (TART) e produtividade de
artemisinina (PART) também n&o houveram diferencas significativas (figura 13), mas
a média do tratamento ASM foi levemente inferior, para ambas as variaveis. A
precisdo é média. Os eliciadores acibenzolar-S-metilico e proteina harpina néo
resultaram em alteracdes significativas na biomassa de folhas, caule, parte aérea e
relacdo folha/caule, como também ndo apresentaram diferencas nos teores e

produtividade de artemisinina de A. annua.
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Figura 12 - (a) Produtividade de massa seca de folhas (MSF), (b) massa seca de caule (MSC), (c)
massa seca da parte aérea (MSPA) e (d) relacdo folha/caule (RFC) de Artemisia annua L. eliciada
com acibenzolar-S-metilico e harpina. C.V.: coeficiente de variagdo; p: probabilidade do erro. UTFPR,
2011.

Os resultados encontrados para MSF, MSC, MSPA, RFC, TART e
PART confirmam os observados por Marchese (2006b), que realizou estudos em
casa de vegetacdo e camaras de crescimento com plantas de A. annua variedade
239x1V, avaliando o uso dos mesmos eliciadores em duas aplicagcbes semanais,
onde também ndo encontrou diferencas entre os tratamentos, nos estadios
vegetativo e reprodutivo. Observou, no entanto, um aumento na taxa de assimilacéo
de CO, para as plantas eliciadas nas 24, 48 e 96 horas apés a primeira aplicacdo e
24 horas anteriores a esta aplicacdo, e também as 24, 48 e 96 horas posteriores a
segunda aplicacéo, que foi a ultima avaliacao realizada. Contudo, essa maior taxa
de assimilacdo de CO- nao resultou em melhoria nos demais caracteres avaliados.

Em trabalhos com uso de ASM e harpina em outras espécies
(Phaseolus vulgaris L. e Fragaria x ananassa Duch.) também néo foi encontrada
influéncia direta dos eliciadores sobre as variaveis biométricas. Alteracdes
significativas foram encontradas em substancias do metabolismo secundario

relacionadas com a defesa vegetal e a patogénese, como fendis, enzimas
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peroxidase (POX: E.C 1.11.1.7) e fenilalanina aménia-liase (FAL: EC 4.3.1.5)
(TOMAZELI, 2010; BRESSAN, 2011).
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Figura 13 - (a) Teor (TART) e (b) produtividade (PART) de artemisinina em Artemisia annua L.
eliciada com acibenzolar-S-metilico e harpina. C.V.: coeficiente de varia¢éo; p: probabilidade do erro.
UTFPR, 2011.

Em outros trabalhos, obteve-se sucesso na inducdo do acumulo de
artemisinina, como por exemplo, o uso de jasmonato (YU et al., 2011) e quitosana
(MA et al., 2009; LEI et al., 2011), que também foi eficiente na eliciacdo e aumento
do teor de artemisinina sem prejuizos na producdo de biomassa. Kapoor et al.
(2007) obtiveram sucesso com adi¢do de micorriza arbuscular nas raizes de plantas
envasadas, com aumentos nos niveis de artemisinina nas folhas de até 200% (0,1
para 0,3% da matéria seca de folhas) com o fungo Glomus fasciculatum.

4.6 CONCLUSOES

O Uso dos eliciadores acibenzolar-S-metilico e proteina harpina
aplicados em plantas de A. annua cultivadas em campo, ndo resultaram em
diferecas significativas nas biomassas de folha, caule e parte aérea, como também
nao apresentaram alteragdes na razdo folha/caule, nem no teor e produtividade de
artemisinina.
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5 CAPITULO Ill - PRODUCAO E COMPOSICAO QUIMICA DO OgEo ESSENCIAL
DE Artemisia annua L. VARIEDADE ARTEMIS SUBMETIDA A NIVEIS DE
ADUBACAO NPK

5.1 RESUMO

Artemisia annua L. € uma espécie altamente aromatica e produz grande quantidade
6leo essencial, rico em terpenos. O objetivo deste trabalho foi identificar alteracdes
no perfil quimico do 6leo essencial de plantas de A. annua var. Artemis em resposta
a niveis de adubacdo quimica NPK. Plantas de A. annua cultivadas em campo,
durante os anos de 2008 e 2009, foram submetidas a niveis crescentes de
adubacdo quimica NPK em um solo de média fertilidade. A dose de adubacéo
referéncia foi definida com base na recomendacgao para cultura do milho (N: 160 kg
ha’; P,Os: 175 Kg hat; K,0: 90 Kg ha?), nas formulagdes Uréia, Super Fosfato
Simples e Cloreto de Potassio, sendo os tratamentos controle, meia dose, uma dose
e duas doses. O dGleo essencial foi hidrodestilado em aparato clevenger e analisado
em cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrdometro de massas (CG-EM) e
cromatografo gasoso com detector de ionizacdo de chama (CG-DIC). O teor de 6leo
essencial nas folhas caiu linearmente com os niveis crescentes de adubagédo NPK,
com maior média para o tratamento testemunha (9,46 ml kg™* de massa seca de
folhas). Para rendimento de 6leo ndo houve ajuste significativo da reta (média 27,96
L ha™). Foram identificados 28 componentes no perfil quimico 6leo essencial que
compreendem 94,96%. As substancias majoritarias foram céanfora (44,75%), 1,8
cineol (7,90%), y-muuroleno (6,75%), trans-p-farneseno (6,51%) e mirceno (5,74%).
Sete componentes do 0leo essencial apresentaram variacdo em funcdo dos niveis
de adubacdo NPK: p-cimeno, canfeno, trans-p-terpineol, a-pineno, viridifloreno,
acetato de mirtenila e B-pineno. O conteldo relativo desses componentes variou de
0,53 a 2,23%, representando aproximadamente 8% do perfil do 6leo essencial. A
classe predominante foi monoterpenos (72%).

Palavras-chave: adubacgéo NPK, canfora, 1,8 cineol, adubacao quimica.
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5.2 ABSTRACT

Artemisia annua L. is a highly aromatical species and it produces great amount of
essential oil, rich in terpenes. The objective of this work was to identify alterations in
the chemical profile of the essential oil of plants of A. annua var. Artemis in response
to the levels of NPK chemical fertilizer. Plants of A. annua, grown in field during the
years of 2008 and 2009, were submitted to increasing levels of NPK chemical
fertilizer in a ground of average fertility. The dose of reference fertilization was
defined on the recommendation basis for corn crop (N: 160 kg ha™*; P,0s: 175 kg ha’
1 K,0: 90 kg ha™), in the formularizations Urea, Super Simple Phosphate and
Potassium Chloride, being the control treatments, half dose, one dose and two
doses. The essential oil was hydrodistilled in Clevenger apparatus and analyzed in
gas chromatograph connected to the spectrometer of masses (CG-EM) and gas
chromatograph with a flame ionization detector (CG-DIC). The essential oil content in
leves fell linearly with the increasing levels of NPK fertilizer, with average greater for
the control treatment (9,46 ml kg™ of leaf dry mass). For oil yield there was no
significant adjustment of the line (average 27,96 L ha™). Twenty-eight components
were identified in the essential oil chemical profile that comprise 94.96%. The
majoritarian substances were camphor (44.75%), 1,8 cineole (7.90%), y-muurolene
(6.75%), trans-pB-farnesene (6.51%), mircene (5.74%). Seven components of the
essential oil showed variation in function of NPK fertilizer levels: p-cymene,
camphene, trans-p-terpineol, a-pinene, viridifloreno, acetate of mirtenila and (-
pinene,the relative content of these components varied from 0.53 to 2.23%
representing about 8% of the essential oil profile. The predominant class was of
monoterpenes (72%).

Keywords: NPK fertilizer, camphor, 1,8 cineole, chemical fertilization.

5.3 INTRODUCAO

Artemisia annua L. € uma planta herbacea anual altamente aromatica,
pertencente a familia Asteraceae, com habito de crescimento determinado
(MARCHESE et al., 2002; MARCHESE, 2006a) chegando a 3 metros de altura
(MARCHESE, 2006a). Tem origem em regides de clima temperado da China
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(FERREIRA et al., 2005). E conhecida por ser a principal fonte de artemisinina, uma
lactona sesquiterpénica utilizada como principio ativo antimalérico (JAIN et al., 1996;
WHO, 2011; JAMALEDDINE et al., 2011; NGUYEN et al., 2011; JHA et al., 2011). O
extrato aquoso da planta apresenta efeito alelopatico em algumas espécies
cultivadas e em plantas daninhas (MAGIERO et al., 2009; MORVILLO et al., 2011).
Alguns sesquiterpenos produzidos pela planta causam forte inibicdo do crescimento
de vérias espécies vegetais (BAGCHI et al.,, 1997), bem como, acentuada acdo
inseticida (JAIN et al., 1996; BAGCHI et al., 2003).

A A. annua possui grande capacidade de producdo de 6leo essencial
(QUITERIO, 2006), sendo seu maximo actimulo no inicio da floragcdo, podendo
chegar de 0,49% (BAGCHI et al., 2003) a 0,53% da matéria fresca (GALAMBOSI,
1980). O dleo apresenta atividade antioxidante, bactericida e antifungica (JUTEAU et
al., 2002; MAGALHAES et al., 2004; CAVAR et al.,, 2011). O 6leo da espécie
também é utilizado comercialmente na perfumaria, na cosmética e em produtos
sanitarios (GALAMBOSI, 1980; JAIN et al., 1996; MAGALHAES et al., 2004).
Segundo Biogenic Stimulants (2011), sitio web europeu de vendas on-line, em 15 de
dezembro de 2011, o preco para compra do wormwood oil estava em US$ 750,00
por kg, a granel, e US$ 27,33 por 10 ml fracionados, todavia, o 6leo essencial de A.
annua apresenta um potencial produtivo ainda pouco explorado (HAIDER et al.,
2004).

Os compostos da classe dos terpenos sdo o0s principais no 6leo
essencial de A. annua (MA et al., 2007), sendo predominante monoterpenos no 6leo
essencial das folhas (GOEL et al.,, 2007; AHMAD MALIK et al., 2009) e
sesquiterpenos do caule (GOEL et al., 2007). Varios estudos, em diferentes paises,
tém sido realizados buscando identificar e quantificar os constituintes do oleo
essencial de A. annua, com diferentes variedades ou acessos da espécie. Perazzo
et al. (2003), Haider et al. (2004), Quispe-Condori et al. (2005), Mohammadreza
(2008) e Bolina (2011) encontram canfora e 1,8 cineol dentre os constituintes
majoritarios do 6leo essencial desta espécie. Cavar et al. (2011) identificaram mais
de 100 compostos, porém, canfora e artemisia cetona foram as principais
substancias presentes no 6leo essencial de plantas selvagens de A. annua
cultivadas na Bésnia. Estudando a composicdo quimica dos 6leos essenciais de A.
annua da cultivar Jwarharti, Goel et al. (2007), identificaram 86, 77 e 63
combinacdes de substancias na folha, pétala e 6leos de caule, respectivamente.
Descobriram grandes diferencas na composicao dos 6leos. A canfora, presente nas
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folhas, estava ausente no 6leo essencial das pétalas e o acido dihidroartemisinico
estava ausente no 6leo essencial do caule.

Woerdenbag et al. (1993) estudando variedades de A. annua de origem
chinesa e vietnamita oriundas de sementes, sugeriu a existéncia de diferentes
qguimiotipos quando observou que as plantas de origem chinesa continham maior
conteudo de oleo essencial 4,0% (volume/massa seca) e 0s principais constituintes
foram artemisia cetona (63,9%), artemisia alcool (7,5%), mirceno (5,1%), a-guaieno
(4,7%) e canfora (3,3%), e nas plantas de origem vietnamita 1,2% (volume/massa
seca) de Oleo essencial, e os constituintes principais foram canfora (21,8%),
germacreno D (18,3%), B-cariofileno (5,6%), trans-p-farneseno (3,8%) e 1,8-cineol
(3,1%). Diferencas também foram encontradas nos teores de artemisinina em extrato
diclorometano do material vegetal herbaceo: 1% de artemisinina (matéria seca) na
variedade vietnamita e 0,17% de artemisinina (matéria seca) na variedade chinesa.
Destacaram que a via de biossintese de terpendides seguiu predominantemente
para formacdo de sesquiterpenos nas plantas da variedade vietnamita e
monoterpenos para a variedade chinesa.

Ahmad Malik et al. (2009) estudando a influéncia de tratamentos
quimicos, adubacdo N, P, K e S, e biolégicos, inoculacdo com Glomus e
Azospirillum, em plantas de A. annua, observaram que 0S monoterpenos foram
predominantes no O6leo essencial de plantas testemunha e tratadas com
Azospirillum; verificaram quase auséncia de monoterpenos e grande quantidade de
sesquiterpenos no 6leo essencial das plantas tratadas com Glomus, além de falta de
tricomas nestas plantas. Vinte e sete constituintes foram identificados no Oleo
essencial de planta tratadas com adubacéo N, P, K e S (120, 50, 100 e 50 kg ha™,
respectivamente), tendo alcool tujilico (33,3%), B-cariofileno (15,5%), cis-undec-5-
eno (14,4%), artemisia cetona (6,0%) e trans-nerolidol (5,8%) como componentes
principais.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a producéo e as alteracdes no teor
e no perfil quimico do 6leo essencial de plantas de Artemisia annua L. var. Artemis
em resposta a niveis de adubacdo quimica NPK, cultivadas em Pato Branco —
Parana.
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5.4 MATERIAL E METODO

O experimento foi conduzido em campo durante a safra 2008 e 2009,
na estacao experimental do Curso de Agronomia da UTFPR, localizado na cidade de
Pato Branco-PR, em latitude 26°07' S, longitude 52°41' W, altitude de 760m, clima
subtropical umido (Cfa), segundo classificacdo de Koéppen, num Latossolo Vermelho
distréfico tipico.

O delineamento experimental usado foi em blocos casualizados, com
quatro repeticbes e quatro tratamentos: trés niveis de adubacdo NPK e testemunha
sem adubacdo NPK. Cada unidade experimental foi constituida de 9,6 m2, 25
plantas, cinco linhas de 2,4 m de comprimento, distancia entre linhas de 1,0 m e
espacamento de 0,6 m, densidade de 16.667 plantas por hectare.

Mudas de A. annua var. Artemis provenientes de sementes (16/08/08)
foram produzidas em condicao de fotoperiodo de 15 horas em casa de vegetacdo
(luz natural complementada com luz artificial). As sementes foram semeadas em
vasos plasticos de 200 ml contendo substrato organico esterilizado. Com
aproximadamente 50 dias e 15 cm de altura, as mudas foram transplantadas para o
campo em 06/10/08.

Utilizando uma éarea com solo de média fertilidade, a recomendacédo
técnica de adubacéo foi realizada segundo a COMISSAO... (2004), com base em
anélise quimica do solo (tabela 5), para producéo de 10 t ha™ de gréos de milho (N:
160 kg hat; P,Os: 175 Kg ha’; K,O: 90 Kg ha™), nas formulacbes Uréia, Super

Fosfato Simples e Cloreto de Potassio.

Tabela 5 - Caracteristicas quimicas do solo antes da implanta¢do do experimento. UTFPR, 2011.

pH- Indice

+ 2+ 2+ 3+ + 3+
CaCl, SMP MO P K* Ca®* Mg® AP’ H+AI*" CTC V. o m
gdm®  mgdm® cmol.dm™ %
522 598 50,26 319 0306 451 351 0 5075 13,4 620 00

MO = matéria organica; V = saturacao por bases; m = saturagéo por aluminio.

Foi escolhida a recomendacao de adubacgéao para a cultura do milho
porque a producdo de biomassa das espécies € semelhante a A. annua e ndo ha
uma recomendacédo para esta espécie. Definindo proporcionalmente os tratamentos:
meia dose, uma dose e duas vezes a dose recomendada para o milho (tabela 6). O
nitrogénio (N) em cobertura foi parcelado em duas aplicacbes, sendo elas em
12/11/08 e 09/12/08. A adubacdo foi realizada em toda é&rea da parcela.
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Previamente, foi realizada correcdo da acidez do solo em toda area do experimento
para elevar a saturacdo de bases para 80% utilizando-se calcério filler (PRNT 91%)
na quantidade de 2,75 t ha™, incorporando calcéario através de uma escarificacdo e
uma gradagem.

Tabela 6 - Descricdo detalhada dos tratamentos com os niveis de adubacao utilizados. UTFPR, 2011.

Tratamentos Adubacao de plantio (kg ha™) Adubacao de cobertura (kg ha™*)**
N P20s K20 N
0* 0 0 0 0
0,5 20 87,5 45 60
1,0 40 175,0 90 120
2,0 80 350,0 180 240

* Numero de vezes a adubacéo recomendada para cultura do milho
** Adubacéo de cobertura foi parcela em duas aplicacoes.

A colheita foi realizada cortando as nove plantas centrais rente ao solo
no dia 16/03/09 (161 dias ap6s o transplante), quando 50 +1 % das plantas da
parcela ja haviam iniciado a emissao dos botdes florais, fase de maximo acumulo de
Oleo essencial pela planta (GALAMBOSI, 1980).

ApoGs secagem do material em estufa com circulagdo de ar a + 35 °C,
foi realizada a extracao de Oleo essencial por hidrodestilacdo em aparato Clevenger,
por 60 min. Ap6s aferir o teor do Oleo essencial, este foi armazenado
hermeticamente em vidros a&mbar em geladeira a 4 °C até avaliagdo da composi¢cao
quimica.

A separacdo e quantificacdo (método de normalizacdo de area) das
substancias presentes no 6leo essencial foram conduzidas no Laboratério de
Fitoquimica do Instituto Agronémico de Campinas (IAC) e realizadas em
cromatografo a gas com detector de ionizacdo de chama (CG-DIC, Shimadzu, GC-
2010) dotado de coluna capilar: DB- 5(J&W Scientific; 30,0m x 0,25mm x 0,25um) e
temperatura do forno 60 °C — 240 °C, 3 °C por min; split: 1/20, volume de injecédo 1yl
de solucédo (1 mg de dleo essencial/ml de acetato de etila). A identificacdo das
substancias foi realizada em cromatégrafo a gas acoplado a espectrometro de
massas (CG-EM, Shimadzu, QP-5000), operando por impacto de elétrons (70eV);
Coluna capilar: OV-5 (Ohio Valley Specialty Chemical, Inc.; 30,0m x 0,25mm x
0,25um), e as mesmas condicbes operacionais do CG-DIC. A identificacdo das
substancias, efetuada através da comparacdo dos espectros de suas massas, com 0
banco de dados do sistema CG-EM (Nist. 62 lib.), padrédo auténtico de linalol (Sigma-
Aldrich; 95%) e indice de retencdo (ADAMS, 1995). Os indices de retencdo das
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substancias foram obtidos em comparacdo com uma mistura padrdo de n-alcanos
(Cy-Co4), aplicando-se a equacéo de Van den Dool e Kratz (1963).

As variaveis avaliadas foram teor de 6leo essencial (TOLS; ml kg™ de
massa seca de folhas), produtividade de 6leo essencial (POLS; L ha™) e perfil
quimico do 6leo essencial.

Os dados foram submetidos a testes de normalidade, anélise de
variancia e analises complementares pelo programa ASSISTAT (Silva et al., 2009).

5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a variavel teor de 6leo essencial (TOLS) o ajuste foi linear, com
decréscimo das médias nas maiores doses, a maior média foi encontrada no
tratamento uma dose (9,46 ml kg™ ). Para produtividade de 6leo essencial (POLS)
nao houve ajuste significativo a 5% de probabilidade de erro, desta forma é
apresentada a média dos quatro tratamentos (27,96 L ha™) para esta variavel (figura
14).
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: : : : & : : : :
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Figura 14 - (a) Teor de 6leo essencial (TOLS) e (b) produtividade de 6leo essencial (POLS) em
plantas de Artemisia annua L. submetidas a diferentes niveis de adubagédo N, P e K. MSF: massa
seca de folhas; Rz coeficiente de determinacdo; C.V.: coeficiente de variagdo; p: probabilidade do
erro. UTFPR, 2011.

Apesar de ndo haver um ajuste significativo para POLS, o maior
resultado foi obtido com o tratamento uma dose (30,36 L ha), apresentando uma
tendéncia quadratica das médias. Ozguven et al. (2008) estudando doses de N,
também n&o encontraram resposta significativa para POLS. O ajuste linear negativo,
decrescente, para TOLS, mostra o investimento de A. annua no metabolismo
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primario com a melhoria das condicbes necessarias para seu desenvolvimento, 0
que esta de acordo com Marchese & Figueira (2005) e Marchese et al. (2010), isso
porque quanto maior a quantidade de recursos disponiveis, como o adubo, por
exemplo, mais as plantas investem em metabdlitos primarios, em detrimento de
metabolitos secundarios, como 6leo essencial.

Por outro lado, Jha et al. (2011) encontrou aumento para teor de 6leo
essencial com adubacdo NPK e NPKS. Ozguven et al. (2008) estudando doses de N
(0 a 120 kg ha™*) em plantas de variedade selvagem de A. annua encontrou aumento
linear no TART e quadratico para TOLS. Kapoor et al. (2007), observou aumento no
TART, com adubacdo fosfatada e adubagcdo com inoculagdo de micorriza
arbuscular.

A analise do perfil quimico do 6leo essencial de A. annua identificou 28
substancias, que correspondem a aproximadamente 94,96% do perfil do 6leo
essencial (tabela 7). Cinco substancias perfazem cerca de 71% da composicéo
quimica do Oleo essencial, e sdo também as que mais contribuem para o perfil
quimico do oleo essencial de A. annua. Essas substancias majoritarias nao diferiram
com os niveis de adubacdo, sendo elas: canfora (44,75%), 1,8 cineol (7,90%), y-
muuroleno (6,75%), trans-p-farneseno (6,51%) e mirceno (5,74%). As demais
substancias identificadas representam aproximadamente 23% do perfil 6leo
essencial, com predominéncia de monoterpenos (72%). As estruturas quimicas das

substancias majoritarias estdo apresentadas na figura 15.
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Figura 15 — Estruturas quimicas das substancias majoritarias presentes no 6leo
essencial de Artemisia annua L. submetida a niveis de adubacdo NPK. UTFPR,
2011.



69

Tabela 7 - Composicao quimica média (%) do 6leo essencial de folhas de Artemisia annua L.
submetida a niveis de aduba¢do NPK. UTFPR, 2011.

Substancia Tratamentos Média IR IR Liter.
0 0,5 1 2 geral

a-pinenot 0,68 1,26 0,77 1,05 0,943 929 939
canfenot 1,51 2,66 1,71 2,25 2,033 943 954
sabineno? 0,62 0,95 0,70 1,07 0,83™ 967 979
B-pinenot 0,40 0,72 0,44 0,56 0,533 971
Mircenot 571 7,21 4,50 5,54 574" 985 990
p-cimeno? 1,89 2,43 2,02 2,59 2,232 1019 1024
Limonenot 0,44 0,47 0,38 0,40 0,42"™ 1023 1029
1,8 cineol* 7,13 8,25 6,96 9,24 7,90™ 1025 1031
y-terpinenot 1,06 1,31 1,10 1,55 1,25" 1052 1059
cis-hidrato de sabineno! 0,32 0,31 0,34 0,38 0,34"™ 1060
terpinolenot 1,24 1,29 0,82 0,84 1,05™ 1093 1088
canforat 47,73 39,65 47,84 43,79 44,75 1139 1146
borneolt 1,41 1,17 1,40 1,30 1,32™ 1159 ---
trans-B-terpineol* 1,20 1,09 1,13 1,33 1,193 1170 1163
a-terpineolt 1,21 1,15 1,12 1,27 1,18 1184 1188
acetato de mirtenilat 0,63 0,48 0,69 0,47 0,56 3 1330
trans-cariofileno? 2,63 2,96 2,67 2,28 2,64"™ 1413 1419
trans-p-farneseno? 6,38 7,71 6,50 5,44 6,51"™ 1450 1456
y-gurjuneno? 1,20 1,19 1,25 1,22 1,21"™ 1469 1477
y-muuroleno? 5,98 6,93 7,14 6,94 6,75" 1474 1479
germacreno D2 0,52 0,49 0,53 0,56 0,52" 1479 1485
viridifloreno2 0,49 0,55 0,65 0,71 0,60 2 1490 1496
espatulenol? 1,53 1,64 1,46 1,27 1,47"™ 1569 1578
6xido de cariofileno? 0,99 1,10 0,82 0,91 0,96 "™ 1575 1583
B-epoxi de cedreno? 0,61 0,58 0,64 0,61 0,61" 1621 1622
1-epi-cubenol? 0,72 0,68 0,67 0,78 0,71™ 1626 1628
a-muurolol? 0,24 0,34 0,44 0,35 0,34™ 1646 1646
a-cadinol? 0,43 0,41 0,35 0,36 0,39"™ 1649 1654
‘monoterpenos 73,15 70,38 71,91 73,61 72,26™
2sesquiterpenos 21,69 2456 2311 21,44  22,70™
Total identificado 94,83 9494 9502 95,04 94,96

IR indice de retencdo experimental; IR Liter. - Indice de retencéo da literatura.

2 médias dos tratamentos, na linha, se ajustam para regressao quadratica.

3 médias dos tratamentos, na linha, se ajustam para regressao cubica.

"® médias dos tratamentos, na linha, ndo se ajustam na analise de regresso a 5% de probabilidade.

Os diferentes niveis de adubacéo influenciaram quantitativamente em
sete componentes, que se ajustaram significativamente as curvas de regressao, as
equacdes, R? e C.V. estdo apresentadas na tabela 8. Estas substancias
representam aproximadamente 8% da composicdo quimica média relativa do 0Oleo

essencial de A. annua, influenciando pouco no perfil quimico do 6leo essencial,
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sendo elas: p-cimeno (2,23%), canfeno (2,03%), trans-p-terpineol (1,19%), a-pineno
(0,94%), viridifloreno (0,6%), acetato de mirtenila (0,56%) e B-pineno (0,53%).

Tabela 8 - Composicao quimica média (%), equacgdes de regressédo, coeficiente de determinacao (R2)
e coeficiente de variacdo (C.V.) para as substancias, que obtiveram ajuste na analise de regresséo,
do 6leo essencial de plantas de Artemisia annua L. submetidas a niveis de adubacéo NPK. UTFPR,
2011.

Substancia Média (%) Equacéo R2 C.v.
a-pineno 0,94 y =0,675 + 3,0158x - 4,4375x2 + 1,5117x® 0,9999 36,34
canfeno 2,03 y=1,510 + 5,8571x - 8,5713x2 + 2.9142x3 00,9999 29,62
B-pineno 0,53 y=0,395+1,6763x - 2,4713x? + 0.8375x% 00,9999 27,79
p-cimeno 2,23 y = 2,000 + 0,2305x - 0,221x2 0,5083 45,06

trans-B-terpineol 1,19 y =1,200 + 0,4175x - 0,460x2 + 0,11x3 0,9999 15,26
acetato de mirtenila 0,56 y =0,625 - 0,925x + 1,5525x%2 - 0.565x3 0,9999 26,52
viridifloreno 0,60 y = 0,482 + 0,1925x - 0,038x2 0,9743 43,44

Ahmad Malik et al. (2009), estuando a influéncia de tratamentos
quimicos e bioldgicos no perfil do 6leo essencial de A. annua cultivada na india,
identificou 27 constituintes no 6leo essencial de plantas tratadas com adubacao N,
P, K e S, e os componentes majoritarios foram: alcool tujilico (33,3%), B -cariofileno
(15,5%), cis-undec-5-eno (14,4%), artemisia cetona (6,0%) trans-nerolidol (5,8%).
Nas plantas ndo tratadas, 20 substancias foram identificadas, sendo os
componentes majoritarios: cis-limoneno 1,2-epoxido (22,1%), B-cariofileno (12,2%),
artemisia cetona (11,5%), isopinocamphone (11,4%), alcool tujilico (9,9%) e canfora
(8,4%).

Corroborando com os resultados obtidos neste trabalho, alguns
estudos com A. annua, também encontraram como constituintes majoritarios a
canfora e 1,8 cineol (WOERDENBAG et al., 1993; FOGLIO, 1996; HAIDER et al.,
2004; PERAZZO et al., 2003; QUISPE-CONDORI et al., 2005; GOEL et al., 2007;
MOHAMMADREZA, 2008; BOLINA, 2011).

O oleo essencial de A. annua apresentou elevado conteudo de canfora
(44,75%) e a comercializagdo desse constituinte pode vir a se tornar uma alternativa
para o cultivo desta espécie, pois a canfora tem uma alta demanda comercial devido
aos seus diferentes usos (BAGCHI et al., 2003), podendo ser utilizada para a
producdo de plasticos, como base de filmes fotograficos, repelente de tracas, em
cosméticos e na formulacdo de medicamentos (ALVES; VICTOR, 2010). Oleos ricos
em 1,8-cineol e céanfora sdo conhecidos por serem téxicos para gorgulhos
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(TRIPATHI et al., 2000) e possuem fortes efeitos inibitérios do crescimento de
diversos géneros de bactérias orais (JUTEAU et al., 2002; CHA et al., 2005). Como
sugerido por Goel et al. (2007) o 6leo essencial de A. annua tem potencial de uso e
deve ser testado como protetor contra insetos em grédos armazenados e como
componente de itens de produtos de beleza, perfumaria e saude. Corroborando com
Haider et al. (2004), que asseveraram que 0 6leo essencial de A. annua apresenta
um potencial produtivo ainda pouco explorado.

A diversidade de resultados na literatura consultada mostra que a
composicdo do Oleo essencial de A. annua pode variar a propor¢ao dos principais
componentes pela adubacdo (AHMAD MALIK et al., 2009), como também alterar a
composicdo do perfil, do éleo de acordo com a variedade (GOEL et al., 2007), local
de cultivo, condicfes climaticas, partes utilizadas da planta (QUISPE-CONDORI et
al., 2005; GOEL et al., 2007; AHMAD MALIK et al., 2009; POLICHUK et al., 2010)
interacOes biologicas com espécies de fungos micorrizicos (AHMAD MALIK et al.,
2009), variabilidade genética (WOERDENBAG et al., 1993; BOLINA 2010), época e
horéario do dia em que séo coletados (FOGLIO, 1996).

5.6 CONCLUSOES

O teor de Oleo essencial nas folhas caiu linearmente com os niveis
crescentes de adubacdo NPK, com maior média para o tratamento testemunha (9,46
ml kg de massa seca de folhas). Para rendimento de 6éleo ndo houve ajuste
significativo da reta (média 27,96 L ha™), sendo a maior média do tratamento uma
dose (30,36 L ha™). Foram identificados 28 componentes no 6leo essencial de A.
annua, que compreendem 94,96% do perfil quimico do Oleo. As substancias
majoritarias foram canfora (44,75%), 1,8 cineol (7,90%), y-muuroleno (6,75%), trans-
B-farneseno (6,51%) e mirceno (5,74%). Sete componentes do Oleo essencial
apresentaram variacdo em funcdo dos niveis de adubag¢do NPK: p-cimeno, canfeno,
trans-B-terpineol, a-pineno, viridifloreno, acetato de mirtenila e B-pineno. O contetudo
relativo destes componentes variou de 0,53 a 2,23% representando
aproximadamente 8% do perfil quimico total do 6leo essencial. A classe
predominante no 6leo essencial s&o monoterpenos (72%).
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6 CAPITULO IV — PRODUCAO E COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL
DE Artemisia annua L. VARIEDADE ARTEMIS ELICIADA COM ACIBENZOLAR-
S-METILICO E PROTEINA HARPINA

6.1 RESUMO

A A. annua L. é uma espécie altamente aromatica e produz grande quantidade o6leo
essencial, rico em terpenos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a producdo e
composicdo quimica do 6leo essencial de plantas de A. annua var. Artemis eliciadas
com acibenzolar-S-metilico e proteina harpina, cultivadas no campo em Pato Branco
— Parana. As plantas de A. annua cultivadas em campo, durante os anos de 2008 e
2009, foram submetidas a eliciacdo com acibenzolar-S-metilico (ASM) e dois
produtos a base de proteina harpina, por meio de trés pulverizacdes semanais,
desde o inicio do periodo de inducao floral até uma semana antes da colheita. O
Oleo essencial foi hidrodestilado em aparato clevenger e analisado em cromatégrafo
a gas acoplado a espectrometro de massas (CG-EM) e cromatografo a gas com
detector de ionizacdo de chama (CG-DIC) para identificacdo e quantificacdo das
substancias do 6leo essencial. A aplicacdo dos eliciadores nédo resultou em
alteracdes significativas no teor e rendimento de 6leo essencial. No perfil quimico do
Oleo essencial de A. annua foram identificados 31 componentes, que compreendem
91,5% do oleo essencial. Os tratamentos com os eliciadores acibenzilar-S-metilico e
harpina ndo resultaram em diferencas significativas para nenhum das substancias
identificadas e quantificadas no 6leo essencial. Os componentes majoritarios foram
canfora (43,38%), 1,8 cineol (9,28%), mirceno (7,69%) y-muuroleno (5,00%),
canfeno (4,54%) e trans-p-farneseno (3,98%). Os monoterpenos foram a classe
predominante no 6leo essencial (79,8%).

Palavras-chave: Eliciacdo, canfora, 1,8 cineol.

6.2 ABSTRACT

A. annual. is a highly aromatical species and it produces great amount of essential
oil, rich in terpenes. The objective of this work was to evaluate the production and
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chemical composition of the essential oil in plants of A. annua var. Artemis eliciated
with acibenzolar-S-methylic and harpin protein, cultivated in the field in Pato Branco -
Parana. Plants of A. annua, cultivated in the field in Pato Branco- Parand, during the
years of 2008 and 2009, were submitted to the eliciation with acibenzolar-S-methylic
(ASM) and two products harpin-protein based, by means of three weekly sprayings,
since the beginning of the period of floral induction up to one week before the
harvest. The essential oil was hydrodistilled in Clevenger apparatus and analyzed in
gas chromatograph connected the spectrometer of masses (CG-EM) and gas
chromatograph with flame ionization detector (CG-DIC) for identification and
guantification of substances of the essential oil. The application of the elicitors did not
result in significant alterations in the essential oil content and yeld. Thirty-one
components were identified in the A. annua essential oil chemical profile that
comprise 94.96%. The treatments with the elicitors acibenzilar-S-methylic and harpin
did not result in significant differences for any of the identified and quantified
substances in the essential oil. The majoritarian components were camphor
(43.38%), 1,8 cineole (9.28%), mircene (7.69%) y-muurolene (5.00%), camphene
(4.54%) trans-p-farnesene (3.98%). Monoterpenes were the predominant class in the

essential oil (79.8%).

Keywords: Eliciation, camphor, 1,8 cineole.

6.3 INTRODUCAO

A Artemisia annua L. é uma planta herbacea anual altamente
aromatica, pertencente a familia Asteraceae, com habito de crescimento
determinado (MARCHESE et al., 2002; MARCHESE, 2006a) chegando a 3 metros
de altura (MARCHESE, 2006a). Tem origem em regides de clima temperado da
China (FERREIRA et al., 2005). E conhecida por ser a principal fonte de
artemisinina, uma lactona sesquiterpénica, utilizada como principio ativo antimalarico
(JAIN et al., 1996; WHO, 2011; JAMALEDDINE et al., 2011; NGUYEN et al., 2011;
JHA et al.,, 2011). O extrato aquoso da planta apresenta efeito alelopatico em
algumas espécies cultivadas e em plantas daninhas (MAGIERO et al., 2009;
MORVILLO et al., 2011). Alguns sesquiterpenos produzidos pela planta, causam
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forte inibicdo do crescimento de varias espécies vegetais (BAGCHI et al., 1997),
bem como, acentuada acéo inseticida (JAIN et al., 1996; BAGCHI et al., 2003).

A. annua possui grande capacidade de producdo de Oleo essencial
(QUITERIO, 2006), sendo seu maximo actmulo no inicio da floragdo, podendo
chegar de 0,49% (BAGCHI et al., 2003) a 0,53% da matéria fresca (GALAMBOSI,
1980). O dleo apresenta atividade antioxidante, bactericida e antifungica (JUTEAU et
al., 2002; MAGALHAES et al., 2004; CAVAR et al., 2011). A espécie também é
utilizada comercialmente na perfumaria, na cosmética e em produtos sanitarios
(GALAMBOSI, 1980; JAIN et al., 1996; MAGALHAES et al., 2004). Segundo
Biogenic Stimulants (2011), sitio web europeu de vendas on-line, em 15 de
dezembro de 2011, o preco para compra do wormwood oil estava em US$ 750,00
por kg, a granel, e US$ 27,33 por 10 ml fracionados.

O 6leo essencial de A. annua apresenta um potencial produtivo ainda
pouco explorado (HAIDER et al., 2004). Os compostos da classe dos terpenos sao
0s principais no 6leo essencial de A. annua (MA et al., 2007), sendo predominante
monoterpenos no Oleo essencial das folhas (GOEL et al., 2007; AHMAD MALIK et
al., 2009) e sesquiterpenos do caule (GOEL et al., 2007). A Eliciacdo, como
inoculacdo com fungos, pode alterar a composi¢cdo do 6leo essencial de A. annua,
bem como aumentar a sua producao (AHMAD MALIK et al., 2009).

Indmeros compostos tem ac¢éo eliciadora, gerando estimulo a producao
de substancias do metabolismo secundario, responsaveis pela resisténcia natural
dos vegetais (TOMAZELI, 2010). Estes compostos podem ser bidticos ou abioticos
(MARCHESE et al., 2006; DANNER et al., 2008; AHMAD MALIK et al., 2009). A
harpina (eliciador bidtico), e o acibenzolar-s-metilico (ASM) (produto sintético que
mimetiza o acido salicilico - AS) sao produtos de acado eliciadora (DANNER et al.,
2008; TOMAZELI, 2010). A proteina harpina € produzida por diversas bactérias
patogénicas em plantas e foi inicialmente isolada da bactéria Erwinia amylovora.
Esta proteina tem acéo confirmada na eliciacdo e indugdo a resisténcia sistémica
adquirida (RSA), e pode promover aumentos na taxa fotossintética (MARCHESE,
2006b). A proteina harpina pode ser associada a diversos vegetais, e tem grande
potencial na ativagdo de resisténcia sob diferentes aspectos e niveis de eficiéncia
(TOMAZELI, 2010). Os produtos a base de ASM funcionam como eliciadores
abidticos. O ASM tem apresentado resposta significativa na inducdo da Resisténcia
Sistémica Adquirida (RSA) e esta associado a ativagdo de genes de resisténcia e
acumulo de proteinas associadas a patogénese (DURRANT; DONG, 2004).
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Vérios estudos tém sido realizados, em diferentes paises, buscando
identificar e quantificar os constituintes do 6leo essencial de A. annua, com
diferentes variedades ou acessos da espécie. Perazzo et al. (2003), Quispe-Condori
et al.,, 2005, Mohammadreza (2008), Bolina (2011) e Haider et al. (2004),
encontraram céanfora e 1,8 cineol dentre os constituintes majoritarios do 6leo
essencial dessa espécie. Cavar et al. (2011) identificaram mais de 100 compostos,
porém céanfora e artemisia cetona foram as principais substancias presentes no 6leo
essencial de plantas selvagens de A. annua cultivadas na Bosnia. Estudando a
composicdo quimica dos 6leos essenciais de A. annua da cultivar Jwarharti, Goel et
al. (2007), identificaram 86, 77 e 63 combinacdes de substancias na folha, pétala e
Oleos de caule, respectivamente. Descobriram grandes diferencas na composi¢cao
dos 6leos. A canfora, presente nas folhas, estava ausente no 6leo essencial das
pétalas e o acido dihidroartemisinico estava ausente no 6leo essencial do caule.

Woerdenbag et al. (1993) estudando variedades de A. annua de origem
chinesa e vietnamita oriundas de sementes, sugeriu a existéncia de diferentes
quimiotipos quando observou que as plantas de origem chinesa continham maior
conteudo de 6leo essencial 4,0% (volume/massa seca) e 0s principais constituintes
foram artemisia cetona (63,9%), artemisia alcool (7,5%), mirceno (5,1%), a-guaieno
(4,7%) e canfora (3,3%) e nas plantas de origem vietnamita 1,2% (volume/massa
seca) de Oleo essencial, e os constituintes principais foram canfora (21,8%),
germacreno D (18,3%), B-cariofileno (5,6%), trans-p-farneseno (3,8%) e 1,8-cineol
(3,1%). Diferencas também foram encontradas nos teores de artemisinina em extrato
diclorometano do material vegetal herbaceo: 1% de artemisinina (matéria seca) na
variedade vietnamita e 0,17% de artemisinina (matéria seca) na variedade chinesa.
Destacaram que a via de biossintese de terpendides seguiu predominantemente
para formacdo de sesquiterpenos nas plantas da variedade vietnamita e
monoterpenos para a varidade chinesa.

Ahmad Malik et al. (2009) estudando a influéncia de tratamentos
quimicos - adubacdo N, P, K e S - e biolégicos, inoculacdo com Glomus e
Azospirillum, em plantas de A. annua, observaram que 0sS monoterpenos foram
predominantes no 6leo essencial de plantas testemunha e tratadas com
Azospirillum, quase auséncia de monoterpenos e (rande quantidade de
sesquiterpenos no 6leo essencial das plantas tratadas com Glomus, além de falta de
tricomas nestas plantas. Vinte e duas substancias (52,1% monoterpenos e 47,9%
sesquiterpenos) foram identificados no Oleo essencial de plantas tratadas com
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Azospirillum. Dezessete componentes foram identificados no 6leo essencial de
plantas tratadas com Glomus.

A diversidade de resultados mostra que a composicdo quimica do 6leo
essencial de A. annua pode variar a propor¢cdo das substancias majoritarias, como
alterar a composicéo do perfil quimico do 6leo essencial de acordo com a variedade
(GOEL et al., 2007), local de cultivo, condicdes climaticas, partes utilizadas da planta
(QUISPE-CONDORI et al., 2005; GOEL et al.,, 2007; AHMAD MALIK et al., 2009;
POLICHUK et al., 2010) eliciacao pela interacdo bioldgica com espécies de fungos
micorrizicos (AHMAD MALIK et al., 2009; BINET et al., 2011), adubacdo (AHMAD
MALIK et al., 2009), variabilidade genética (WOERDENBAG et al., 1993; BOLINA,
2010), época e horério do dia em que sao coletados (FOGLIO, 1996).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a producdo e a composicao
guimica do Oleo essencial de plantas de Artemisia annua L. var. Artemis eliciada
com acibenzolar-S-metilico e proteina harpina, cultivadas a campo em Pato Branco
— Parana.

6.4 MATERIAL E METODO

O experimento foi conduzido em campo durante a safra 2008 e 2009,
na estagdo experimental do Curso de Agronomia da UTFPR, localizado na cidade de
Pato Branco-PR, em latitude 26°07" S, longitude 52°41' W, altitude de 760m, clima
subtropical umido (Cfa), segundo classificagdo de Képpen, num Latossolo Vermelho
distrofico tipico.

O delineamento experimental usado foi em blocos casualizados, com
quatro repeticbes e quatro tratamentos, sendo trés ativadores da defesa quimica:
ASM (acibenzolar-S-metilico, 500 mg L* - Produto comercial Bion® 500 WG);
Harpina-M (750 mg L™ - Produto comercial Messenger® - 3% i.a.) e Harpina-P (750
mg L - Produto comercial Proact™ - 1% i.a.), e agua destilada como controle
(Tabela 9). Cada unidade experimental foi constituida de 9,6 m2, 25 plantas, cinco
linhas de 2,4 m de comprimento, distancia entre linhas de 1,0 m e espagcamento de
0,6 m, e densidade de 16.667 plantas por hectare. As doses foram determinadas
segundo MARCHESE (2006b).

As mudas de A. annua var. Artemis provenientes de sementes

(16/08/08) foram produzidas em condicdo de fotoperiodo de 15 horas em casa de
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vegetacdo (luz natural complementada com luz artificial). As sementes foram
semeadas em vasos plasticos de 200 ml contendo substrato organico esterilizado.
Com aproximadamente 50 dias e 15 cm de altura, as mudas foram transplantadas
para o campo em 06/10/08.

Tabela 9 - Descricdo detalhada dos tratamentos utilizados, moléculas, doses, produto comercial e
aplicagbes. UTFPR, 2011.

L Dose Calda Produto N
Tratamentos Principio Ativo (mg L™ (L ha™) Comercial Aplicagdes*
ASM acibenzolar-S-metilico 500 200 Bion® 500 WG 3
Harpina-M Proteina Harpina 750 200 Messenger® 3
Harpina-P Proteina Harpina 750 200 Proact™ 3
Controle - - 200 - 3

* Aplicacdes semanais, iniciando apos a inducéo floral até uma semana antes da colheita.

A correcédo da fertilidade foi realizada previamente com correcdo da
acidez em toda area do experimento aplicando 2,7 t ha™ de calcéario filler (PRNT
91%), incorporando através de uma escarificacdo e uma gradagem, com base na
analise de solo (tabela 10). Adubacao de base foi realizada em toda area com N: 40
kg hat; P,Os: 135 kg ha’; K,O: 60 kg ha’, sendo as formulacées: Uréia, Super
Fosfato Simples e Cloreto de Potassio. O nitrogénio (N) em cobertura foi 277,5 kg
ha* de N na formulacdo Uréia.

Tabela 10 - Caracteristicas quimicas do solo antes da implantacdo do experimento. UTFPR., 2011.

pH - indice + 2+ 2+ 3+ + 3+

CaCl, SMP MO P K Ca” Mg Al H+AI™ CTC \% m
gdm®  mgdm® cmol, dm™ %

4,87 5,6 54,18 6,16 0,47 433 3,02 0,17 7,36 1518 5154 2,11

MO = matéria organica; V = saturacdo por bases; m = saturagdo por aluminio.

Os eliciadores foram aplicados usando um pulverizador costal portatil
equipado com um cilindro de CO, conectado a uma haste de aluminio com 06 bicos,
com pressao constante e vazdo média aproximada de 35,58 ml s™.

Quando as plantas sofreram a inducdo floral (aumento abrupto da
altura e numero de entrends) foi iniciada a aplicacdo dos eliciadores. Foram trés
aplicagbes semanais sendo a 12 em 21/02/09 a 22 em 28/02/09 e a 32 em 07/03/09),
permitindo que durante cada pulverizacao as plantas recebessem em média 3,33 mg
planta™® de acibenzolar-S-metilico (Bion® 500 WG), 5,03 mg planta™ de Harpina-M
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(Messenger®) e 5,17 mg planta® de Harpina-P (Proact™). Para o controle foi
realizada aplicacdo apenas com agua destilada (tabela 9).

A colheita foi realizada cortando as nove plantas centrais rente ao solo
no dia 14/03/09 (159 dias apds o transplante), quando 50 +1 % das plantas da
parcela j& haviam iniciado a emissao dos botdes florais, fase de maximo acumulo de
0leo essencial pela planta (GALAMBOSI, 1980).

Apés secagem do material em estufa com circulagéo de ar a + 35 °C,
foi realizada a extracdo de 6leo essencial por hidrodestilacdo em aparato Clevenger,
por 60 min. Apé6s aferir o teor do Oleo essencial, este foi armazenado
hermeticamente em vidros ambar em geladeira a 4 °C até avaliagdo da composicao
quimica.

A separacdo e quantificacdo (método de normalizagdo de &rea) das
substancias presentes no 0leo essencial foram conduzidas no Laboratério de
Fitoquimica do Instituto Agronémico de Campinas (IAC) e realizadas em
cromatografoa gas com detector de ionizacdo de chama (CG-DIC, Shimadzu, GC-
2010) dotado de coluna capilar: DB- 5(J&W Scientific; 30,0m x 0,25mm x 0,25um) e
temperatura do forno 60 — 240 °C, 3 °C por min; split: 1/20, volume de injecao 1pl de
solucdo (1 mg de oOleo essencial/ml de acetato de etila). A identificacdo das
substancias foi realizada em cromatégrafo a gas acoplado a espectrometro de
massas (CG-EM, Shimadzu, QP-5000), operando por impacto de elétrons (70eV);
Coluna capilar: OV-5 (Ohio Valley Specialty Chemical, Inc.; 30,0m x 0,25mm x
0,25um), e as mesmas condi¢cdes operacionais do CG-DIC. A identificacdo das
substancias efetuada através da compara¢do dos espectros de suas massas, com 0
banco de dados do sistema CG-EM (Nist. 62 lib.), padrdo auténtico de linalol (Sigma-
Aldrich; 95%) e indice de retencdo (ADAMS, 1995). Os indices de retencdo das
substancias foram obtidos em comparacdo com uma mistura padrdo de n-alcanos
(Co-C24), aplicando-se a equacéo de Van den Dool e Kratz (1963).

As variaveis avaliadas foram o teor de 6leo essencial (TOLS; ml kg™ de
massa seca de folhas), a produtividade de 6leo essencial (POLS; L ha) e o perfil
guimico do 6leo essencial.

Os dados foram submetidos a testes de normalidade, andlise de
variancia e analises complementares pelo programa ASSISTAT (Silva et al., 2009).

6.5 RESULTADOS E DISCUSSAO
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Para as variaveis teor de 0Oleo essencial (TOLS) e produtividade de
oleo essencial (POLS) ndo houve diferenca significativa (figura 16), no entanto a
média do tratamento ASM para estas duas variaveis foi levemente inferior. A
precisao para estas variaveis ficou entre média e alta, mostrando boa confiabilidade
dos dados.
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Figura 16 - (a) Teor de 6leo essencial (TOLS) e (b) produtividade de 6leo essencial (POLS) de
Artemisia annua L. eliciada com acibenzolar-S-metilico e harpina. MSF: massa seca de folhas; C.V.:
coeficiente de variacdo; p: probabilidade do erro. UTFPR, 2011.

A analise do perfil quimico do 6leo essencial de A. annua identificou 31
substancias e correspondendo a aproximadamente 91,5% do perfil do éleo essencial
(tabela 11).

Os tratamentos com os eliciadores ASM, harpina-M e harpina-P nao
resultaram em diferencas significativas para os componentes do 6leo essencial de A.
annua. As substancias majoritarios foram cénfora (43,38%), 1,8 cineol (9,28%),
mirceno (7,69%) y-muuroleno (5,00%), canfeno (4,54%) e trans-p-farneseno (3,98%)
que juntos compdem aproximadamente 73% do perfil quimico do 6leo essencial
(tabela 11). As demais 27 substancias juntas representam aproximadamente 21% da
composicdo quimica dos Oleos essenciais. Os monoterpenos sdo a classe
predominantes no 0Oleo essencial (79,8%). As estruturas quimicas das substancias
majoritarias estdo apresentadas na figura 17.

Tabela 11 - Composicdo quimica média (%) do 6leo essencial de folhas de plantas de Artemisia
annua L. eliciadas com ativadores da defesa quimica acibenzolar-S-metil e proteina Harpina. UTFPR,
2011.

Substancia Tratamentos Média IR IR
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ASM  Harpina-M  Harpina-P ~ Controle geral Liter.
a-pinenot 2,16 2,04 2,11 2,14 2,11" 929 939
canfeno? 4,86 4,31 4,53 4,48 4,54™ 943 954
sabinenot 1,33 1,19 1,74 1,72 1,49™ 967 975
B-pineno? 0,83 0,94 1,07 0,95 0,95" 971 979
mircenot! 6,65 7,11 7,90 9,03 7,67™ 985 990
a-terpineno?* 0,21 0,22 0,22 0,24 0,22™ 1015 1017
p-cimeno? 3,97 2,71 3,01 3,83 3,38"™ 1019 1024
limoneno? 0,34 0,37 0,40 0,44 0,39™ 1023 1029
1,8 cineol* 8,52 7,87 10,80 9,92 9,28"™ 1025 1031
y-terpinenot 1,51 1,22 1,43 1,78 1,48™ 1052 1059
cis-hidrato de sabineno* 0,27 0,34 0,30 0,29 0,30"™ 1060
terpinolenot 0,66 1,11 0,66 0,86 0,82™ 1093 1088
canforat 42,75 46,70 43,29 40,80 43,38"™ 1139 1146
pinocarvonat tr 0,21 0,30 tr 1159 1164
borneolt 1,42 1,49 1,11 1,28 1,32™ 1159 ---
terpinen-4-olt 0,99 0,99 1,02 1,04 1,01"™ 1170 1163
a-terpineolt 0,72 0,88 0,93 0,94 0,87™ 1184 1188
acetato de mirtenilat 0,50 0,60 0,58 0,55 0,56 "™ 1330
trans-cariofileno? 1,96 1,67 1,37 1,56 1,64™ 1413 1419
trans-p-farneseno? 4,38 3,87 3,54 4,15 3,98"™ 1450 1456
y-gurjuneno? 1,25 0,92 1,17 0,89 1,06™ 1469 1477
y-muuroleno? 5,76 4,35 4,84 5,04 5,00™ 1474 1479
B-selineno? 0,52 0,38 0,42 0,40 0,43™ 1479 1485
biciclogermacreno? 0,55 0,44 0,47 0,51 0,49™ 1490 1496
espatulenol? 1,20 1,32 0,95 1,17 1,16"™ 1569 1578
oxido de cariofileno? 1,04 1,14 0,89 0,78 0,96 "™ 1575 1583
B-epoxi de cedreno? 0,62 0,68 0,50 0,53 0,58 " 1621 1622
cis-cadin-4-en-7-ol2 0,78 0,66 0,64 0,63 0,68™ 1632 1636
a-muurolol? tr 0,48 0,38 0,25 1646 1646
a-cadinol? 0,33 0,41 0,34 tr --- 1649 1654
y-bisabolol? tr tr tr tr 1681 1685
Imonoterpenos 77,5 80,0 81,3 80,3 79,8™
2sesquiterpenos 18,6 16,2 15,4 16,0 16,6 ™
Total identificado 90,9 90,8 92,2 92,0 91,5

IR indice de retencéo experimental; IR Liter. - indice de retenc&o da literatura; tr - trago da substancia
(tr < 0,05%).

"* médias dos tratamentos, na linha, ndo diferem pelo teste F a 5% de probabilidade.
Contrariamente, Ahmad Malik et al. (2009) encontraram alteragdes no

Oleo essencial de plantas de A. annua, através da eliciacdo bidtica, pela inoculacao
com Glomus e Azospirilum. Observaram que o0s monoterpenos foram
predominantes no 6leo essencial de plantas testemunha e tratadas com Azospirillum
e grande quantidade de sesquiterpenos no 6leo essencial das plantas tratadas com
Glomus, além de falta de tricomas nestas plantas. Vinte e dois componentes (52,1%
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monoterpenos e 47,9% sesquiterpenos) foram identificados no 6leo essencial de
plantas tratadas com Azospirillum, neral (31,1%), B-cariofileno (25,1%), artemisia
cetona (10,0%), alcool thujyl (9,4%), trans-bergamoteno (8,5%) e espatulenol (4,8%)
foram os componentes principais. Dezessete substancias foram identificadas no 6leo
essencial de plantas tratadas com Glomus. Os principais constituintes foram -
cariofileno (51,2%), trans-bergamoteno (15,4%), a-gurjuneno-(14,3%), germacreno D
(5,1%) e ledol (4,5%). Binnet et al. (2011) também encontraram alteracfes no 6leo
essencial da espécie A. umbelliformis Lam., com eliciacdo por micorriza arbuscular
(Trifolium pratense), alterando quantitativamente trés componentes do oOleo
essencial: (E)-p-ocimeno, (E)-2-Decenal e (E,E)-2,4-Decadienal.
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Figura 17 — Estruturas quimicas das substancias majoritarias presentes no 6leo
essencial de Artemisia annua L. eliciada com proteina harpina e acibenzolar-S-
metilico. UTFPR, 2011.

Corroborando com os resultados obtidos neste trabalho, alguns
estudos com A. annua, também encontraram como constituintes majoritarios a
canfora e 1,8 cineol (WOERDENBAG et al., 1993; HAIDER et al., 2004; PERAZZO
et al., 2003; QUISPE-CONDORI et al., 2005; GOEL et al., 2007; MOHAMMADREZA,
2008; BOLINA, 2011).

O 6leo essencial de A. annua apresentou elevado contetdo de canfora
(43,38%). A comercializacdo deste constituinte pode vir a se tornar uma alternativa
para o cultivo desta espécie, pois a canfora tem uma alta demanda comercial devido
aos seus diferentes usos (BAGCHI et al., 2003), podendo ser utilizada para a
producdo de plasticos, como base de filmes fotograficos, repelente de tracas, em



82

cosméticos e na formulacdo de medicamentos (ALVES; VICTOR, 2010). Oleos ricos
em 1,8-cineol e céanfora sdo conhecidos por serem toxicos para gorgulhos
(TRIPATHI et al., 2000) e possuem fortes efeitos inibitérios de crescimento de
diversos géneros de bactérias orais (JUTEAU et al., 2002; CHA et al., 2005). Como
sugerido por Goel et al. (2007) o 6leo essencial de A. annua tem potencial de uso e
deve ser testado como protetor contra insetos em grdos armazenados e como
componente de itens de produtos de beleza, perfumaria e satude. Corroborando com
Haider et al. (2004), que asseveraram que o 6leo essencial de A. annua apresenta
um potencial produtivo ainda pouco explorado.

6.6 CONCLUSOES

A aplicacao dos eliciadores n&o resultou em alteragdes significativas no
teor e rendimento de 6leo essencial. No perfil quimico do 6leo essencial de A. annua
foram identificados 31 componentes, que compreendem 91,5% do 6leo essencial.
Os tratamentos com os eliciadores acibenzilar-S-metilico e harpina ndo resultaram
em diferencas significativas para nenhum das substancias identificadas e
guantificadas no Oleo essencial. Os componentes majoritarios foram canfora
(43,38%), 1,8 cineol (9,28%), mirceno (7,69%) y-muuroleno (5,00%), canfeno
(4,54%) trans-p-farneseno (3,98%). Os monoterpenos foram a classe predominante
no 6leo essencial (79,8%).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

No experimento com adubacdo NPK foram obtidos étimos rendimentos
de biomassa, com resposta quadratica para massa seca de folhas, mas € importante
continuar os estudos com adubacao de A. annua e realizar novos experimentos, em
especial experimentos com arranjo fatorial, testando diferentes doses para cada um
dos elementos NPK, a fim de aumentar a compreensdo das necessidades
nutricionais da espécie e potencial produtivo a campo.

Em face da falta de mais estudos locais com adubacédo de A. annua
este trabalho é referéncia para estabelecer parametros iniciais de adubacédo desta
espécie, contribuindo para o conhecimento sobre adubacédo de cultivos em campo,
nas condicdes avaliadas, jA que os resultados de rendimento de biomassa,
especialmente massa seca de folhas, encontram-se entre os mais elevados dentre
os estudos realizados em Pato Branco e no Brasil.

O experimento com os eliciadores acibenzilar-S-metilico e harpinas nao
demonstrou influenciar os caracteres de interesse no cultivo de A. annua, como teor
de artemisinina e de biomassa. O que confirma resultados de trabalhos preliminares
que também ndo apresentaram diferencas nesses caracteres para as substancias
eliciadoras avaliadas.

A caracterizacdo do perfil quimico do Oleo essencial de A. annua nos
experimentos n&o revelou grandes diferencas, apenas no experimento com
adubacao foi possivel detectar variagbes com os niveis de adubacdo, mas somente
para componentes minoritarios do Oleo essencial. No entanto a caracterizacao
guimica do 6leo essencial mostrou um 6leo essencial com predominancia de
monoterpenos e rico em céanfora e 1,8 cineol, o que indica um mercado adicional
para a espécie, pois a canfora tem uma alta demanda comercial, devido a sua
utilizacdo para varias finalidades e comprovadamente, 6leos ricos nestes dois

compostos, apresentam acao bactericida e inseticida.
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