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Resumo

Com o objectivo de determinar a taxa de crescimento de Artemisia annua e contelido de

artemisinina nas culturas em campo e in vitro, procedeu-se da seguinte forma:

Uma parte de sementes de A. annua foram langadas no campo e na estufa. Dezasseis

semanas apos a sementeira as plantas foram colhidas e divididas em folhas, caules, raizes e '

N flores que, foram por sua vez feram divididas em guas metades; uma foi seca na estufa e
4

P outra a temperatura da saia, ta Gltima parte for extraida artemisinina em éter de petréleo.

Outra parte de sementes de A. annua, foi cultivada em condigdes in vitro. Das plantulas
obtidas foi feita a iniciagdo de calos a partir de explantes de caules e de folhas. Estes calos
depois foram transferidos para meios de estabelecimento onde foi var%a a concentragdo de
2,4-D. Os calos depois foram pesados frescos e secos e depois extraida artemisinina em n-

 hexano.

Artemisia annua desenvolveu-se bem nas condigbes e época em que foi cultivada e possui

sué exploragdo comercial.

3 boas caracteristicas para a s

As plantas do campo cresceram mais que as plantas da estufa.

A folha produziu mais irtemisinina em relagdo as restantes partes da planta, durante a fase

vegetativa, seguida ores.

Os caules produziram mais artemisinina na fase vegetativa.

/HJ.C misinina nao foi detectada nas raizes.

Os calos obtidos a partir de explantes de folhas no escuro tiveram pesos relativamente

elevados que os que cresceram em condi¢oes de luz.

?a Nos calos tanto os obtidos a partir de explantes de caules como os de explantes de folhas,

& artemisinina)éo/foi detectada.




1. INTRODUGAO

A A malaria ,é/uma doenca causada por um protozoario trazido pelo mosquito, afecta
centenas de milhdes de pessoas vivendo nos tropicos. A malaria no Homem é causada
por quatro membros do género Plasmodium : Plasmodium falciparum, P. vivax, P.
malariae e P. ovale. Estima-se que P. falciparum causa entre 1.5 a 2.7 milhdes de mortes
por ano em todo 0 mundo, das quais uma vasta maioria ocorre na Africa Sub- Sahariana,
em criangas abaixo dos 5 anos de idade (Hogh, 1996Y. Estima-se que aproximadamente
80% dos casos de malaria e 90 a \97% de mortes relacionadas com a malaria no mundo,

1.

ocorrem em Africa (Anénimo, 199

Em Mogambique, embora nos Ultimos tempos seja reportada uma diminuig&o significativa
dos casos de maldria, esta doenca continua a ser uma das maiores causas da
mortalidade infantil. S6 para citar um exemplo, no ano de 1996, foram registados 18.945
casos de malaria, dos quais 13.580 ocorreram em criangas. G ndmero de ébitos foi de

883, sendo 652 em criangas (Anénimo, 1996).

As drogas comumente usadas no tratamento da malaria estao divididas em quatro grupos
segundo Knell (1991)7

mecanismo de ac¢do consiste na sua jungao com a hematina do pigmento parasitado,

/ No primeiro, encontra-se de entre outras drogas a cloroquina cujo

formando complexos que se agregam formando granulos grossos. No segundo,
encontram-se os antifolatos, os quais incluem proguanil, pirimetamina e drogas
relacionadas, que actuam por inibir o metabolismo do acido félico mais fortemente no '
parasita do que no hospedeiro. Estas drogas, inibem também o desenvolvimento dos
parasitas os quais perdem a sua maturagdo, resultando em organismos grandes e
inviaveis. No terceiro, a quinina e seus derivados, causam a agregacao do pigmento e
ainda a degeneragdo do nucleo e do citoplasma do parasita. No quarto grupo encontram-
se 0s sesquiterpenos, representados pela artemisinina a qual estd detalhada mais -

abaixo.

Segundo Barreto (1995‘5,/em Mogambique, o tratamento da malaria é feito de acordo com
as seguintes divisdes: Malaria nao complicada- o tratamento é feito com cloroquina via

oral. A cloroquina intramuscular é aplicada nos casos em que o doente tenha muitos




vémitos. Malaria grave- o tratamento ¢ feito com sulfato de quinino, durante pelo menos
24 a 48 horas, tempo considerado suficiente para baixar a parasitémia e melhorar o
estado geral do paciente. Apos a administragéo deste, o tratamento é complementado
com sulfadoxina/ pirimetamina (do grupo dos antifolatos), vulgarmente conhecida por
fansidar. Malaria complicada: este é o caso de malaria causada por Plasmodium
falciparum que é acompanhada por uma afec¢do aguda de qualquer um dos 6rgédos
provocando nomeadamente: malaria cerebral, choque circulatério, anemia grave,
hepatite, coagulagéo intravascular disseminada ou ainda febre hemoglobintrica. A forma
mais comum da malaria complicada € a maldria cerebral. O tratamento & feito com
sulfato/cloridrato de quinina, por via parenteral. Na falta deste pode ser aplicada a quinina
. através de um tubo nasogastrico. Malaria resistente aos anti-malaricos: neste caso
existem trés alternativas. A primeira & sulfadoxina/ pirimetamina, considerada a mais
eficiente no tratamento de malaria resistente a cloroquina no Pais. A $egunda é a

halofantrine e a ultima alternativa é o sulfato de quinina.

Com a possivel excepgdo dos derivados da artemisinina, a resisténcia tem aparecido
para todos os medicamentos antimalaricos. A resisténcia a antifolatos desenvolveu-se
rapidamente logo apds a introducédo da pirimetamina em muitas partes dos trépicos, tanto
para P. falcipa::um como para P. vivax. A resisténcia a méﬂoquir;za { do grupo da quinina)
foi relatada antes mesmo do seu uso rotineiro. Af resisténcia a halofantrine apareceu
simultineamente. Quando atovaquone foi usado em testes clinicos pré-eliminares, 28%
dos pacientes tiveram infecgdes recrudescentes, associadas ao desenvolvimento da
resisténcia. Quinina e cloroquina tém tido longos periodos de uso efectivo, porém em
muitas partes do mundo, a cloroquina nao & eficaz no tratamento da malaria causada por
Plasmodium falciparum e, P. vivaxitera desenvolvido resisténcia em algumas partes da
Ocea#. Quinina esta 'é‘lbr'i"! ag‘%’a em algumas partes do mundo (White and Olliaro,
1996),ja que metade da produgao mundial € usada para dar sabor amargo a agua ténica,
habito que expde os parasitas de malaria a baixas concentragdes do valor da droga. Esta
condigdo é essencial para o desenvolvimento da rgsisténcia, embora nenhum atributo

para a agua tonica tenha sido ja provado (Knell,1991).

Reconhece-se que novas drogas sao urgentemente necessarias devido a resisténcia das

espécies de Plasmodium a quimoterapia corrente. Por isso, pesquisas para novos




compostos antimalaricos de plantas tém aumentado nos ultimos tempos. E neste

contexto que Artemisia annua L. passou a merecer uma atengio especial devido a

actividade antimalarial da artemisinina.

A. annua é uma erva anual aromatica que ocorre naturalmente como parte da vegetagao
da Estepe nas partes nordeste das provincias de Chahar e Suiyuan ( 40° N, 109° E) na
China, 1000 a 1500 m acima do nivel do mar. Esta planta pode ser classificada como

uma planta de dia curto com fotoperiodo critico entre 12 e 16 horas (Geldre et al., §497).

O género Artemisia pertence a tribo Anthemideae, das Asteroideae, uma subfamilia da
familia Asteraceae. Varios tratamentos taxondmicos subdividem o género Artemisia em
varias secgdes subgenéricas. A. annua tem sido considerada na subsec¢ao ApSsinthium

ou numa secgao combinada Artemisia (Absinthium + Abrotanum) (Janick, 1995Y.

Artemisinina (fig.1) é um lactone sesquiterpeno com uma fungdo endoperéxido e é
correntemente recomendada para o tratamento de malaria causada por P. falciparum
resistente as drogas antimalaricas, especialmente malaria cerebral (Chan et al., 1997). As

propriedades antimalaricas deste composto estao ligadas & sua fungio/perdxido, sendo

unico composto de entre os antimalariais, desprovido do anel heterociclico contendo

nitrogénio (Geldre, et al., 1997).

K

figura1. Artemisinina, um sesquiterpeno lactone anti-malarico
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(Ge Hong no ano 340\, recomendou que para reduzir febres, deve ser posta de molho

uma mao cheia de Artemisia annua num litro de &gua, filtrar o licor e tomar. Mais tarde, Li
Shizhen, em 1596 reportou que as preparagdes de Artemisia annua podem combater as
febres e calafrios da malaria. Porém, experiéncias para confirmar as actividades
antipiréticas e antimalariais nos extractos de A. annua em agua quente foram
(Qdesencorajadores} (Klayman, 1985). Ja a partir de 1971, muitas experiéncias tém sido
feitas, cor)ﬁrmando a extracgao de artemisinina em solventes organicos e sua actividade
\P antimalariafﬂo modo de acgdo da artemisinina envolve dois passos: primeiro ocorre a
clivagem da ponte endoperoxido 8.que é catalizada pelo ferro intraparasitico e grupo
heme para dar origem a radicais intermediarios livres instaveis. A toxicidade selectiva do
medicamento contra o parasita da maldria é devida provavelmente a este passo, ja que o
parasita intra-eritrocitico & rico em ferro e grupo heme. No segundo passo, o radical livre

resultante ou um novo radical ou ainda J/m electréfilo reorganizado, alcaliza proteinas

86). |
e

O baixo conteldo de artemisinina tem sido um dos factores limitantes para a :?ﬂilidade

especificas da malaria (Meshnick, et al.,1

clinica, a sintese da molécula nao é eco%omicamente pratica (Tawfiq ef &/, 1989). O
rendimento reportado da artemisinina extraida da folha, varia entre 0.01% nos tipos
QEuropeu, Indiano e Americano, para 0.5-0.7% no tipo Chinésﬁ (Jaziri et al., 1996)/[)5
Portanto, de modo a obter quantidades suficientes de artemisinina, de forma a permitir a
realizagao de experiéncias adicionais e alteragbes quimicas da molécula para o
melhoramento da sua efectividade, grande numero de plantas tem de ser cultivado. Para
manter pregos baixos da futura medicina com base na artemisinina, essas plantas devem
ser cultivadas em locais onde elas sao necessarias, como é o caso de Africa. Nenhuma
experiéncia envolvendo crescimento, e contetido de artemisinina foi realizada sob

condigdes locais Mogambicanas.

Experiéncias bictecnologicas tem sido conside:;c?s como fonte alternativa para a
produgao de artemisinina (Woerdenbag et al., 1993). Contudo, baixos rendimentos de
artemisinina sdo obtidos das raizes e plantulas derivadas da cultura de calos a partir de

explantes da folha (Tawfiq et al., 1989). Portanto, muita pesquisa devera ainda ser feita
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"\ para o estabelecimento de condigbes nas quais ms de tecido poderao produzir niveis

altos de artemisinina.

2. objectivo geral

O objectivo geral desta pesquisa é:
Contribuir para o estabelecimento duma empresa Mogambicana dedicada ao crescimento

de A. annua, produgao de artemisinina e processamento de medicamentos baseados em

artemisinina para combater a malaria nos paises africanos.

2.1. Objectivos especificos

Na linha do objectivo geral acima indicado, foram definidos os seguintes objectivos

especificos:
2.1.1. Determinar a taxa de crescimento e produgdo de biomassa de Artemisia annua
cultivada em condigdes Mogambicanas,, no campo e na estufa.

2.1.2. Determinar o composto activo (artemisinina) em varias partes da planta crescendo

em Mogambique.

2.1.3. Determinar a concentracdo de auxina na qual ha maior producac de artemisinina

nas culturas in vitro.

3.Hipéteses:
1. As plantas do campo produzirdo menos biomassa que as plantas da estufa.

2. Q conteddo de artemisinina sera mais elevado nas plantas da estufa, ja que as
condigbes sao optimas.

3. O conteudo de artemisinina serd maior na folha, (Lampasona et al. 1990).

4. Os pesos dos calos aumentardo com o aumento da concentra¢io da auxina.




4. Material e Métodos

4.,1. Material

Enxadas

Pas

Balde

Facas

Mangueiras de rega
Vasos

Sacos plasticos

Sistema de Medicdo da area (Delta-T Area System, AT-devices Ltid,
Burwell,Cambridge, England)
Camara de fluxo Laminar
Autoclave

Provetas graduadas
Balangas analiticas
Tigelas de culturéh~
Garrafas graduadas
Pipetas graduadas
Pipetas automaticas
Placas de Petri Estéreis
Papel de aluminio

Papel de filtro

Parafilme M

Pingas

Bisturis

Autoclave

lLamparina

PH-metro

Termémetro .




¢+ Estufa

+ Tigelas de cultura

4.2.Metodos
4.2.1. Desenho Experimental

O trabalho era composto por duas partes; sendo uma de experiéncias de crescimento de -

A. annua no campo e na estufa, e a outra, culturas in vitro.

4.2.2. Crescimento de A. annua no campo

Uma parte de sementes F2 de Artemisia annua provenientes de Tanzania (Damascena
Essential Qils Limited, USA River, Tanzania), foi distribuida no solo, (ver componentes do
solo na tab.1) num pequeno viveiro a 18 de Maio de 1998. O viveiro foi regado com agua
da torneira diariamente durante 4 semanas. Apés este period’o, 50 plantas foram
transplantadas para canteiros maiores de modo a permitir um espagamento entre si de
cerca de 30 cm (Fulzele, 1995; Annex@e-l). A rega foi continua apés o transplante dado
que a experiéncia teve lugar na estagdo seca. Ocasionalmente, os canteiros foram
sachados. Dezasseis semanas apds a sementeira, altura que segundo a literatura
comega a prdugao de artemisinina, foi iniciada a colheita em cada fase de 3-4 plantas por
semana para medir 0s pesos fresco e seco das partes da planta, area da folha e volume

da raiz, par@metros usados nos calculos relacionados com este estudo.

4.2.3. Crescimento de A. annua na estufa .-
Simultaneamente, outra parte das mesmas sementes, foi distribuida num vaso de
ceramica de cerca de 12L e sujeita ao mesmo tipo de tratamento do ponto anterior mas,

s6 nas primeras 4 semanas. Apos este periodo, 30 plantas foram transplantadas para




vasos individuais, os quais foram sendo regadas diariamente com uma solugao de
nutrientes KNOP (ver glossario) durante outras quatro semanas. A solugao de KNOP foi
obtida por dissolver 10g de Ca(NO3), 4H,0, 2.59 de MgSQ,.7H,0, 2.5g de KH,PO,, 2.5g
de KNO; e 0.05g de FeCl;.6H,0 Antes de cada rega a solugdo foi diluida na ordem de
1:10. Ao longo da experiéncia as plantas foram recebendo quantidades diferentes da
solugao. Nas primeiras duas semanas 100 ml e nas outras duas seguintes 200 ml. Esta
rega era alternada com volume semelhante de agua da torneira para evitar que o solo
secasse. Nas 4 semanas seguintes, foram aplicados 500 ml de agua da torneira, em cada
1 ou 2 dias. Apos este periodo o volume de agua foi aumentado para 1000 ml, aplicado
da mesma forma. Igualmente, depois de 12 semanas de idade foram sendo tomadas
amostras de 2 plantas por semana no mesmo periodo para analisar os mesmos
parametros do ponto (4.2.2.). Estas plantas serviram como controlo. De referir que apos
os 6 meses de idade estas plantas passaram a receber de novo 500ml de agua do
mesmo modo, devido a diminuigao de absorgao. }Q (\/@

4.3. Condi¢oes de crescimento

4.3.1. Solo

O solo usado nos vasos foi colectado no recinto da estufa do Departamento de Ciéncias
Biologicas da Universidade Eduardo Mondlane (UEM), onde também foram feitos
canteiros. Uma parte da sua anélise foi feita no laboratério de solos do Inétitd‘to Naciolnal
de Investigagdo Agronomica (INIA) e outra, no Departamento de Engenharia Rural, da

Faculdade de Agronomia (UEM). Os seus componentes estédo indicados na (tab.1).

O solo era arenoso, consistindo por 87.7% de areia, 10% de argila e 2,3% de limo
{(Landeweert, 1987). O contetdo de matéria organica foi de 1.3% para os canteiros 1 e 4,

1.4% para 2 e 3 e por tltimo 2.6% para os vasos.




Tabela1: Componentes do solo

P-Olsen (ppm)

Ca** (meg/100g solo)

Mg”* (meq/100g solo)

K* (meg/100g solo)

Na" (meq/100g solo)

N total

CE

PH em agua

PH em KCI

CE- condutividade Eléctrica

~
o . . D 1/
4.3.2. Condigbes ambientais -

Algumas condi¢gdes ambientais nas quais as plantas cresceram foram medidas mas,
contrariamente ao que estava previsto em relagéo a agua, as plantas foram regadas com
agua da torneira ja que a experiéncia teve lugar no tempo seco. A temperatura média de
dia foi de 26.9°C para os vasos, 26.3°C para os canteiros €1 e C2, 26.7°C parao C3 e
26.5°C para o canteiro 4. A humidade relativa do ar foi de 36,9% para os vasos, 52.6%
para C3, 53.4% para C2 e C4 e 56.6% para C1. A densidade média do fluxo luminoso foi
de 8418 molm?s”’ para os vasos, 6800mol. m? g’ para os canteiros 1, 2 e 4, e
7570mol.m? ™. para o canteiro 3. De referir que em ambos os casos os pardmetros nio
estiveram distribuidos uniformamente. Estes parametros foram medidos as 12 horas. Os
vasos contendo o solo local foram forradas com sacos plasticos para evitar a perda de
humidade através das suas paredes. Os sacos nao continham furos no inicio da
experiéncia mas estes ja existiam no final devido provavelmente ao poder das raizes

desta planta.

4.3.3. Medicao dos parametros de crescimento

Em cada colheita, foram tomadas por semana 3 ou 4 plantas do campo e 2 da estufa. As

raizes da planta colhida foram lavadas com agua da torneira para retirar a areia e outras




particulas. A planta foi depois levada para o laboratério num peqgueno balde contendo
agua para evitar que ela murchasse antes das pesagens para obten¢io do peso fresco e
area foliar. Os pesos fresco e seco foram medidos através de uma balanga analitica e a
area foliar através de um AT-area-metro km2 (Burwell, Cambridge, England). O volume
da raiz foi obtido através de uma proveta graduada, onde era introduzido um certo
volume de agua, depois as raizes. A diferenga entre o volume final e o inicial dava-nos o
volume das raizes para cada planta. As partes frescas da planta foram depois divididas
em duas metades sendo uma levada a estufa para secar a 80°C durante 24 horas, e a
outra posta a secar na sala a temperatura de 24°C a 26°C aproximadamente, para dela
extrair a artemisinina. As partes da planta secas na estufa foram depois multiplicadas por

2 para ajustar os pesos secos.

5. Crescimento de A. annua nas culturas in vitro
5.1. Iniciagao dos Calos

Sementes de Artemisia annua obtidas da Holanda (variedades Halle,Yougosiavia e
Shanghai), de Washington, Arabia Saudita, Jugoslavia e Tanzania, foram esterilizadas
superficialmente com uma solugao de hipoclorito de sédio a 3% (p/v) durante 30 minutos,
depois filtradas através de um papel de filtro esterilizado e depois lavadas 3 vezes com
agua destilada esterilizada. Antes da distribuicido no meio de cultura esterilizado, as
sementes foram passadas em papel de filtro também esterilizado para diminuir o excesso
de agua que as acompanhava e tornar possivel a sua separagao. O meio de cultura era
composto por 2 de sais MS (Murashige and Skoog, 1962),sacarose a 2% e de agar a
0.8%. O pH foi ajustado para 5.9 antes da esterilizagdo do meio de cultura (Woerdenbag
et al., 1993). Entre 1-2 semanas as plantulas foram divididas sob condigbes de assépcia
em explantes de caule e folha os quais foram colocados em placas estéreis contendo o
meio MS (Murashige e Skoog 1962; Tawfiq ef al., 19889), 5% de sacarose, 1.5% de agar,
1.0 mg/l de acido (2,4- dicloro-fenoxi)-acético (2.4-D) e 0.1 mg/l de cinetina. O pH foi
ajustado entre 5.8-5.9 antes da esterilizagao por autoclave durante 20 minutos a 120°C e

1 Bar. Ao fim de cada operag¢ao, as placas de Petri contendo os meios foram selados com
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parafilm M. As culturas foram mantidas neste meio durante 4 semanas a temperatura de

aproximadamente 24°C a 26°C. Este meio foi denominado (A).

5.2. Estabelecimento de calos em meio MS com diferentes concentragdes de 2,4-D

Pequenos pedacos de calos friaveis foram tranferidos assepticamente do meio A para um
meio MS fresco, o qual continha a mesma composi¢édo, mas uma concentragao de 0.1(B),
1.0(C), 3.5(D) e 5.0(E) mg/l de 2.4-D. A concentragao de cinetina foi de 0.1 mg/l, portanto
mantida constante. As culturas foram mantidas em condi¢oes idénticas, por 4, semanas
apos as quais foram pesadas e secas a temperatura de aproximadamente 24°C-26°C e
finalmente extraidas (ver o ponto 6.2). Uma parte das culturas foi conservada no escuro

para comparagdes com as culturas conservadas a luz.

6. Extracgao de artemisinina

6.1. Artemisinina extraida das plantas

De cada planta, cerca de 5g ou equivalente do material da planta , foi extraido em
banho-maria a §5°C com 200 ml de éter de petréleo 40-60°C num vaporizador rotativo por
48h. Apods este periodo o material foi filtrado e depois seco in vacuo (Woerdenbag et al.,
1990). Ao extracto remanescente foram depois adicionados cerca 2-3m! de éter de
petroleo e depois foi detectada a presenga/ auséncia da artemisinina através da
cromatografia de camada fina em silica gel.

6.2. Artemisinina extraida dos calos

A artemisinina dos calos foi extraida em n-Hexano durante 9-12 horas. Os calos foram

tériormente

depois filtrados, secos a vapor num vaporizado rotativo e depois dis pz&iSs em
70 cloroférmio. A identificagdo da artemisinina foi feita do M modo 7
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P referido, excepto a substituicao do sisterq;/eluente que neste caso foi usado 5% de etil
acetato em cloroférmio (Elhag et al., 1991).

6.3. Separacao cromatografica

A separagao cromatografica foi feita usando uma placa de silica gel e tendo como eluente
o sistema eftil acetato + cloroférmio numa proporgdo de (7.5 + 92.5). Depois de
aproximadamente 60 minutos a placa foi retirada e seca ao ar por cerca de 5 minutos,
apos o qual era borrifada com uma solugao fresca de fgcido fosforico a 2% para detectar
a presenga de artemisinina (Woerdenbag et al., 1990). Artemisinina aparece como cristais
vermelho-purpuro a luz do dia e cor de laranja sob uv a 366nm (Pras et al., 1 90). Para

comparagdes foi usada artemisinina pura ( 1mg/m! em etanol), obtida da Companhia

Quimica SIGMA. i ‘ﬂ 44, 7

7. Analise do crescimento

Para analisar o crescimento , foram usados os pesos fresco e seco, e a area foliar de
cada planta. A determinagdo da area foliar € importante ja que as folhas sao as principais
responsaveis pela captacao de energia solar e pela produgéo de matéria organica através

da fotossintese. Deste modo, foram calculados os seguintes parametros:

r
7.1. Taxa de crescimento Absoluto ( { @)A )

E 0 aumento no peso da planta devido aos produtos da assimilagao (Larcher, 1995).

TCA=dp/dt
P-peso secoemg

t-tempo em semanas




7.2. Taxa de Crescimento Relativo (TCR)

E também conhecido por indice de eficigncia e expressa a abilidade da planta para
produzir novo material (Noggle e Fritz, 1983). A TCR pode ser calculada segundo (Fitter e
Hay, 1981).

TCR=dP/dt.1/P

Onde:

P-peso secoemg

t-tempo em semanas.
7.3. Razao da Area Foliar
RAF=A/P

A-area das fothas em cmz;

P-peso seco da planta em g
7.4. Taxa de Assimilacao Aparente (TAA}

A taxa de assimilagdo aparente reflecte a dimensdo do sistema assimilador que esta
envolvido na produgdo de matéria seca, € uma estimativa da fotossintese liquida
(Magalhaes, \/;83).Da equacdo classica do crescimento relativo (Fitter e Hay, 1981)
abaixo indicada pode ser isolado o termo TAA, assim:

TCR=TAA.RAF, donde TAA=TCR/RAF

RAF- é a razao da area foliar em @}12.9 k

TCR- é a taxa de crescimento relativo em g.g~".semana ™

7.5. Area Foliar Especifica
AFE=A/pfs

A-area foliar em cm?




pfs-peso seco das folhas

7.6. Razdo do Peso das Folhas

RPF=pfs/P

pfs-peso seco das folhas em g;

P-peso seco da planta em g.

7.7. Peso Especifico da Folha

Do mesmo modo foram calculadas as razdes dos pesos do caule (pc) , da raiz (pr) e das

flores (pfl).

7.8 Razao do peso fresco para o peso seco da folha

RPFS=pff/pfs
pff-peso fresco da folha em g;

pfs-peso seco da folha em g.

8. Analise de dados

No presente trabalho, estavam previstas amostras de 16 plantas em cada colheita, o que
nao foi possivel devido ao tamanho das plantas e a quantidade enorme de folhas que
elas possuiam. Por isso também sé era possivel ter dados referentes a uma planta por
dia, dando sub-grupos de 3 ou 4 plantas por semana para campo e 2 plantas para estufa.
Porque durante a experiéncia as plantas foram colhidas de modo a formar grupos de 16,
onde 10 seriam do campoe 6 da estufa, foi necessario fazer um teste para ver se as
plantas desse modo colhidas poderiam ser consideradas dum mesmo grupo ou
considera-las em subgrupos. Dessa forma, foi feita a analise de varidncia dos sub-grupos

por semana no pacote estatistico SPSS/PT+. Para o caso do peso seco das folhas, as
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diferengas significativas verificaram-se entre os sub-grupos 1 e 3, 2 e 3. Apenas no grupo
dois, composto pelos sub-grupos 4, 5 e 6 nao houve diferengas significativas. No grupo
trés, as diferencas significativas foram verificadas entre os sub-grupos 7 e 9. No quarto,
houve diferengas significativas entre os grupos 10 e 12. No dltimo, foram entre todos os
subgrupo, isto é, 13 e 14, 14e 15, 13 e 15.

As diferengas entre os pardmetros de crescimento do campo e da estufa, foram
analisadas no pacote estatistico, Statistix, versao 3.11, pelo teste T-Paired, (Wonnacott e

Wonnacott, 1990), ( ac nivel de significancia de 5%.)

Foram ainda feitas algumas correlagdes simples entre alguns parametros de crescimento,
essenciaimente ligados a folha, no pacote estatistico Statistica,usa?o a correlagao

simples, (Wonnacott e Wonnacott, 1990), no nivel de significancia de 5%.

Para analisar as variancias dos pesos f:jéo e seco dos calos foram usados o teste de
Kruskal-Wallis, (Siegel e Castellan, 198

nivel da significancia de 5%.

, N0 pacote estatistico Statistix, versao 3.1, no

8.1. Resultados
8.1.1. Campo

Os graficos mostram apenas uma parte de crescimento, devido a iniciagdo tardia da
amostragem, o que deveu-se ao facto de muitos autores considerarem que artemisinina
so esta presente em quantidades apreciaveis trés meses apos a sementeira, e o objectivo

principal desta pesquisa ser a produgao do composto activo nas condigbes locais.

As fases de crescimento incluem segundo Noggle e Fritz (1983), uma fase inicial em que
a planta depende das reservas da semente para a produgdo dos érgaos que compdem a
plantula e que apés o desenvolvimento do sistema radicular e a emergéncia das folhas os

processos anabdlicos dependentes da fotossintese traduzem-se por um rapido
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crescimento atingindo o tamanho definitivo. Dai a planta inicia uma fase de senescéncia a

—% qual reflecte-se iniciamente pela parali@géo da produgédo de matéria organica.

Os dados das (tabs2 e 3-anexo A) mostram que os pesos secos totais maximos das
plantas, foram alcangados na semana 27 e 33 para estufa e campo respectivamente. Nao

houve diferengas significativas entre os pesos secos totais das plantas (T=3.27,

P=0.056). 4
7%

As alturas das plantas no campo e na estufa foram maximas na semana 28 e 29 para
estufa e campo respectivamente, embora seu padrao pao tenha sido regular, houve em
ambos os casos aumento durante o tempo. Os valorgs baixos das plantas nao significam
que o conlprimento das plantas tenhapf reduzido mas que haviam divergéncias notateis
em relagéoj%ﬂtrﬁs das plantas. Tais divergéncias existiram também em relagdo aos
pesos, tipo de folhas, caule principal, ramificagées dos caules, flores,ou seja em todas as
partes aéreas da planta (tabs. 2 e 3). Houve diferencas significativas entre as alturas no
campo e na estufa (T=-6.92, P=0.000).

Os graficos relativos aos aumentos de peso em fungdo do tempo (taxa de crescimento
absoluto) e taxas de crescimento relativo, foram feitos num programa instalado no

computador o qual usa a seguinte equacgéo para fazer os pontos relativos ao grafico:

Y=Start*exp(k*x)
Onde:
Y=ponto inicial que aumenta exponenciamente com a taxa constante K -
Start= ponto inicial
X= tempo duplo=0.69/k

As figura 2 e 3 mostra a variagcdo dos pesos frescos e seco da folha do campo e da
estufa, em fungdo do tempo. Nota-se que o maximo foi alcangado mais ou menos a
mesma altura, para os dois locais, e que existiram diferencas significativas entre 0s pesos '
da folha nos dois locais (T=4.41, P=0.0006). Apds a semana 16 as plantas foram

perdendo suas folhas a medida em que/preparavam-se para a fase da floracio. Esta fase
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. g . : .
€ acompanhado por absisdo das folhas da base, muito notavel nas plantas da estufa.
Pode notar-se na mesma figura que o peso fresco reduz-se duma forma mais acentuada

nas planta da estufa.

= PFF-Campo
+ PFF-Estufa

Peso Fresco (g)

Semanas Apos Sementeira

Figura 2. Peso Fresco da Folha de Artemisia annua no Campo e na Estufa.

Nos pesos secos (fig. 3), a redugdo € menos pronunciada, e as diferengas nos pesos
secos foram significativas entre os dois locais (T=4.01, P=0.0013). E de referir que as
folhas secas ndo foram incluidas neste trabalho, por encontrarem-se no chao e por vezes
degradadas e misturadas entre as plantas no campo, dificultando a separagéo entre
folhas de uma e de outra planta. Contudo isto pode ter influenciado negativamente nos

pesos tanto fresco como seco, dando uma idéta de redug¢éo acentuada dos pesos.
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Figura 3. . Peso Seco da Folha de Artemisia annua no Campo e na Estufa.

Os pesos fresco e seco do caule do campo mostram um aumento exponencial em fungao
do tempo, ao contrario dos do caule da estufa que se apresentaram relativamente
constantes (fig.4 e 5). Houve uma coincidéncia no$ pesos secos do campo e da estufa na
semana 17. As plantas da estufa na fase preparatoria para a floragdo e mesmo durante a
floragdo, ao mesmo tempo que criavam as ramificagdes que suportariam as flores, o

caule principal ia enfraquecendo.




PFC-Campo
PFC-Campo

Peso Fresco do Caule (g)

Semanas apés Sementeira

Figura 4. Peso Fresco da Caule de Artemisia annua no Campo e na Estufa.

No campo, o caule encontrava-se mais ramificado e mais lenhoso. Houve diferengas
significativas nos pesos frescos dos caules entre os dois locais (T=4.39, 0.0006) e

também nos pesos secos dos caules (T=3.40, P=0.0043).

PSC-Campo
PSC-Estufa

Peso Seco do Caule (g)

Semanas Apds Sementeira

Figura 5. Peso Seco do Caule de Artemisia annua no campo e na Estufa.
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Os pesos frescos das [raizes (fig 6) do campo e da estufa, foram! significativamente
diferentes (T=0.w), e os graficos mostram uma contrariedade. Enquanto que
as raizes da estufa ter?diam a reduzir os pesos, as do campo continuavam a crescer.
Contudo, houve uma coincidéncia dos pesos frescos na semana 23. Os pesos secos da
raiz (fig.7), mantiveram-se constantes nas plantas da estufa, enquanto que as do campo
mostraram um aumento acentuado. De novo nota-se uma coincidéncia dos pesos mas,

desta vez na semana 21.

*» PFR-Campo
« PFR-Estufa

Peso Fresco da Raiz (g)

T

10 20
Semanas Apds Sementeira

Figura 6. Peso Fresco da Raiz de Artemisia annua no Campo e na Estufa.

Isto pode ser devido ao facto de as raizes da estufa nas Gltimas colheitas terem-se

encontrado muito fracas e em alguns casos até degradadas. As raizes do campo, embora

tenham crescido mais,nao foram totalmente resolvidas ja que o espagamento de 30 ¢cm
nao foi suficiente.

Voz{m ek 9




PSR-Campo
PSR-Estufa

~J
[4)]
1

h
<
1

Peso seco da Raiz (g)

Semanas Apds Sementeira

Figura 7. Peso Seco da Raiz de Artemisia annua no Campo e na estufa.

As raizes cresceram atingindo mais de 50 cm em comprimento, ¢ que significa que em
muitos casos nao foi possivel retira-las completamente porque poderia correr-se o risco
de mistura-las com as das plantas mais proximas. Nos pesos secos das raizes houve
diferengas significativas (T=2.27, P=0.0394).

Nas figs 8 e 9 & mais notavel o aumento no peso fresco e seco das flores no campo do
que na estufa,e as diferenc¢as foram significativas (pesos T=3.15, P=0.0135). As flores do
campo foram mais ramificadas que as da estufa cujo crescimento foi mais dirigido para

cima e com menos ramificagoes.




= PFFICampo
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Figura 8. Peso Fresco das Flores de Artemisia annua no Campo e na Estufa.
1
W

Nos/secos das flores as diferengas também foram significativas (T=2.73, P=0.0258).

» PSFL-Campo
+ PSFL-Estufa

Peso seco das flores (g)

0
225 250 275 300 325 350 375

Semanas Apds Sementeira

Figura 9. Peso Seco das Flores de Artemisia annua na estufa e no campo.

As fig10 e 11 mostram os pesos fresco e seco das plantas totais do campo e da estufa.
Nota-se que de novo as plantas do campo mostraram um aumento mais acentuado do

que as da estufa e as diferengas foram significativas apenas no peso fresco total (T=3.78,
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P=0.0020). Os pesos elevados no campo sdo em grande parte influenciados pelo peso

do caule principal que contribui muito para o peso total da parte aérea da planta.

PFT-Campo
PFT-Estufa

Peso Fresco Total (g)

10 20 30
Semanas Apds Sementeira

Figura 10. Peso Fresco Total de Artemisia annua no Campo e na Estufa.

As plantas tiveram muitas variagées fenotipicas; desde folhas densas a muito esparsas,>
passando por caules que se apresentavam com diferentes coloragbes na fase da.
floragao;pHaviana caules verdes simples, verdes com riscos verticais cor de vinho claro,
cor de vinho escuro e verde amarelado, estes ultimos Eﬁﬂé‘ﬁlhas possuiam na fase
de pre-floragao a mesma cor. Houve ainda plantas que possuiam caule principal
retativamente grosso, outras tinham caules secundarios muito abertos e longos o que
resuitava em pesos elevados do caule (tab.2 e 3). Plantas com caule multiplo,ac contrario
do normal (simples) nao foram usadas na experiéncia para evitar maiores divergéncias

nos seus pesos.Tais caules foram mais notaveis na estufa.




» PST-Campo
+ PST-Estufa

Peso Seco (g)

Semanas Apos Sementeira

Figura 11. Peso Seco Total de Artemisia annua no Campo e na Estufa.

Este tipo de variagdo pode implicar a necessidade de seleccdo de estirpes cujas
caracteristicas impliguem maiores quantidades de fohas e consequentemente elevado

contetdo de artemisinina.

A area da folha (fig.12) mostra um certo aumento em ambos os locais , embora mais
pronunciado nas plantas do campo cerca de semana 22, enquanto que a das folhas da
estufa atinge o maximo um pouco antes, aproximadamente na semana 21. As folhas da
estufa chegaram mais cedo a fase da senescéncia e também possuiam relativamente
menos ramificacdes. As diferencas foram significativas nas areas dos dois locais (T=5.31,
P=0.0001).
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Figura 12. Area da Folha de Artemisia annua no campo e na Estufa.

De referir que a nao incluséo das folhas secas na area foliar ndo teve nenhum efeito na
area foliar pois esta era medida apenas para folhas frescas. As barras verticais no grafico

denotam os desvios padrdo a média.

A raz&o do peso da folha (fig 13) foi calculada na base do peso seco das folhas e peso
seco total. Nota-se que a razdo € maxima cerca de semana 17 e 18 para campo e estufa
respectivamente, e depois tende a diminuir em ambos os locais embora com alguns
aumentos em ambos 0s casos. Houve uma certa coincidéncia entre as semanas 21-22. A
razao do peso da folha reflecte a percentagem de folhas secas em relagéo ao peso total.

As diferengas entre razdes foram significativas (T=2.73, P=0.0164).

v

 mamn



—— RPF-Campo
—— RPF-Estufa

-1)

g.

(

Razao do peso da folha
g

T L

10 20 30
Semanas Apds Sementeira

Figura 13. Razao do Peso da folha de Artemisia annua no campo e na estufa,
calculada a base de pesos secos.

A razao do peso do caule (fig.14) mostra mais ou menos o mesmo padrdo nos dois

locais, embora as plantas do campo apresentassem valores ligeiramente altos.

—— RPC-Campo
—— RPC-Estufa

Razao do Peso do Caule™
A1
(9.9 )

10 20 30

Semanas Apos Sementeira

Figura 14. Razao do Peso do Caule de Artemisia annua no campo e na estufa,
calculada na base dos pesos secos.
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Os valores relativos 4 semana 23 mostram um aumento acentuado nos dois locais. As
razdes nao foram significativamente diferentes entre os dois locais (T=-0.23, P=0.8178).

As razbes do peso da raiz (fig. 15) mostram um padrao mais ou menos semelhante,
excepto que os valores relativos as plantas da estufa subiram cerca da semana 1 26. Nas

razdes dos pesos das raizes n&o houve diferengas significativas (T=-1.34, P=0.2025).

—— RPR-Campo
— RPR-Estufa

Razéo do Peso da Raiz
-1
(9.9 )

10 20 30 40
Semanas Apos Sementeira

Figura 15. Raz&o do Peso da Raiz de Arfemisia annua no campo e na estufa,
calculada na base dos pesos secos.

Na figura 16, podem ser vistas as razdes dos pesos das flores calculadas na base dos
pesos secos. Os valores relativos a estufa sdo muito elevados em relagio aos do campo
ja que a diferengas entre o peso seco total e o peso seco das flores & elevada. As

diferengas foram significativas entre os dois locais (T=-3.64, P=0.0066).
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Figura 16. Razao do Peso da Flor de Artemisia annua no campo e na estufa,
calculados na base dos pesos secos.

A razao do peso fresco para o peso seco das folhas (fig.17) tenderam a decrescer em
ambos 0s casos entre cerca da semana 15 a semana 22, depois decresceram de 22 a
30, para voltar a subir em ambos os locais. A linha relativa a estufa termina na

semana 33, quando as plantas da estufa ja ndo possuiam folhas.

—— RPFSF-Campo
—— RPFSF-Estufa

RPFSF (g.g™")

J b T
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Semanas Apos Sementira

Figura 17. Razdo do Peso Fresco em relagdo ao Peso Seco da Folha de Artemisia
annua no campo e na estufa.




As plantas do campo mostram nessa altura um aumento ja que as plantas do campo

também iam perdendo mais folhas.

As taxas de crescimento relativo (TCR) das partes da planta e planta total estao indicadas
na (tab.4). Os valores relativos a TCR das folhas foram negativas para ambos os locais
mas,os dados referentes 8 TCR da estufa ndo convergentes para a equagao acima
referida, por isso nao foram apresentadas curvas relativas as TCR das folhas. Contudo,

foram encontradas diferencas significativas entre elas (T=2.37, P=0.0355).

Tabela 4: TCR das folhas, caules, raizes, flores, Planta total de Artemisia annua.

Valores referentes a médiatdesvio padrao

Taxa de Crescimento | Taxa de Crescimento
Relativo relativo
Semanas |Campo , Estufa

Folhas 16-35 -0.024+0.022 56/ -0.029+0.030 /
Caules 16-35 0.085+¢0.013 0.02540.0128
Raizes 16-35 0.07610.015 ¥ 0.0002+0.021 W
Flores 16-35 0.176+0.045 @\ 0.09540.040
Planta Total 16-35 0.087+0.013 0.012+0.013 Yo =
Area da Folha | 16-35 -0.066+0.026 -0.1001£0.033 T

As TCR das folhas e da area foliar foram negativas em ambos os locais (tab.4). A mais

alta TCR foi verificada nas flores seguida por caules.
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Figura 18.Taxa de Crescimento Relativo do Caule de Artemisia annua no campo e na

estufa calculada na base do peso seco.

As figuras 18-21, mostram as TCR das partes da planta e plantas totais. Pode ver-se

nestas figuras que a tendéncia foi de decrescimento, embora a tabela 4 mostre valores

relativamente elevados para caules e flores.Nestas partes da planta o crescimento torna-

se positivo a medida em que as plantas aproximam-se d
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a fase de crescimento maximo.

» TCRr-Campo
+ TCRr-Estufa

Figura 19. Taxa de Crescimento Relativo da Raiz de Artemisia annua no campo e

estufa calculada na base do peso seco.
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Estas taxas podem de certo modo terem contribuido para a TCR das plantas totais que é

notavelmente mais elevada nas plantas do campo em relagao as da estufa, embora

-
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Figura 20. Taxa de Crescimento Relativo das Flores de Artemisia annua no campo e na estufa
calculada na base do peso seco.

tenham todos uma tendéncia de diminuigdo. As diferengas entre as TCR dos caules entre
estufa e campo nao foram significativas (T=1.98, P=0.0689). Entre as TCR das raizes, as
diferengcas nao foram significativas (T=-0.24, P=0.8131). Nas TCR das flores nao foram

f:’@iﬁcativamente diferentes (T=0.64, P=0.5429)1 Aas plantas totais, também nao houve
diferencas significativas entre TCR (T=1.30, P=0.240).
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Figura 21. Taxa de Crescimento Relativo Total de Artemisia annua no campo e na estufa
calculada na base do peso seco.

A taxa de assimilagado aparente (fig.22) € mais ou menos contante para as plantas do
campo mas, na estufa a taxa de assimilagdo aparente decresce. Niao houve diferencgas

significativas entre as taxas de assimilagdo aparente (T=1.24, P=0.24).
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Figura 22. Taxa de Assimilagao Aparente de Artemisia annua no campo e na estufa,
calculada na base do peso seco.




Foram feitas algumas correlagdes simples, baseadas em Simane ef al., (1993) entre

alguns parametros de crescimento no campo na estufa (tab.5 e 6-anexo A). As

correlagbes entre a razéo da area foliar (RAF) e seus componentes foram fragas
(r=0.18415, P«0.05) para plantas do campo e (r=0.38692, P«0.05) para plantas

embora a correlagdo entre RAF e a area foliar especifica (AFE) sgj éﬂ néé plantas do

campo (r=0.56284, P«0.05). As correlagbes entre a area da folhas e a area foliar
especifica foi significativa apenas nas plantas do campo (r=0.83072, P<0.05). Pode ver-se
ainda na mesma tabela que as éorrelag:ﬁes entre a TCR e suas componentes (RAF e
TAA) é muito forte em ambos os locais. A correlagdo entre a TCR e a TCA da folha foram

sgnificativas nas plantas da estufa, ao contrario das plantas do campo.

Foi notavel o aparecimento do virus do mosaico nas plantas durante a fase vegetativa,
num total de 8 plantas no campo e uma na estufa, ndo obstante nenhuma literatura referir

tal acontecimento.

8.1.2. Culturas in vitro

Nos meios B(0.1), C(1.0), D(3.5) e E(5.0) de calos obtidos de explantes de folhas, foi
notavel a presenca de raizes as quais se apresentavam relativamente compridas no meio
C e muito curtas no meio E. Os meio B e C tiveram raizes compridas mas as do meio B
eram relativamente curtas. Da mesma forma, os meios D e E tiveram raizes curtas mas,

as do meio D eram menos curtas (fig. 23 e 24).
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Flgura 23; peso s$eco médio dos calos obtidos a partir de explantes de caules, apos 60

b bt

As (figs.23 e 24), mostram os pesos fresco e seco médios dos calos obtidos a partir de
explantes de caule, onde pode ver-se que o meio B teve relativamente os maiores pesos

medios, seguido pelos meios C e E. O meio com o mais baixo peso médio foi o meio D,
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Figura 24: Peso seco médio dos calos obtidos a partir de explantes de caules, apos 60

dias.




tanto em pesos frescos como em pesos secos.Os calos obtidos a partir de explantes de
caules eram mais friaveis e o0 seu aparecimento era observado entre 4-6 dias. Nos pesos
frescos dos calos houve diferengas significativas ( Kruskal-Wallis, F=33.04, P=0.000).

Igualmente foram significativas as diferengas encontradas nos pesos secos dos calos
(F=44.16, P=0.000).

peso fresco (g)
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Figura 25: Peso fresco médio dos calos obtidos a partir de explantes de folhas, apos 60

dias em condigbes de escuro.

Nos pesos fresco e seco do calos obtidos a partir de explantes de folhas no escuro,
(figs.8.1.2.c, d), pode ver-se que os pesos dos meios B e E néo diferem muito, e entre os
meios Ce D também ndo mostraram diferengas, embora o teste feito para os calos

indique diferengas significativas entre os pesos frescos no escuro (F=17.35, P=0.000).
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Figura 26: Pesos secos médios de calos obtidos a partir de explantes de folhas, apos 60

dias em condigées de escuro

Nos pesos secos dos calos no escuro existiram também diferencgas significativas (F=9.52,
P=0.000).
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Figura 27: pesos frescos médios de calos obtidos a partir de explantes de folhas, apés 60

dias em condigdes de luz




As figuras 27 e 28, mostram os pesos fresco e seco dos calos obtidos a partir de
explantes de folhas em condigdes de luz. Embora ligeiramente baixos os pesos fresco e
seco destes calos quando comparados com os que cresceram no escuro, a tendéncia
nos pesos medios € mais ou menos a mesma, onde os meios B e E voltaram a ter os

pesos mais elevados.

peso seco (g)

1 3.5

concentracao da auxina

Figura 28: pesos secos médios obtidos a partir de explantes de folhas, apés 60 dias em

condigéers' de luz.

134 Tal como nos calos crescendo %o escuro as diferengas foram significativas tanto
entre os pesos frescos (F=15.08, P=0.000), como nos pesos secos dos calos (F=16.69,
P=0.000). Os calos obtidos a partir de explantes de folhas, eram pouco friaveis, e

apareciam mais tarde, entre os 6-8 dias.

8.2. Contetido de artemisinina
8.2.1. Campo

Nao foi possivel quantificar o contelido de artemisinina relativa a experiéncia do campo,

mas o composto caracterizado por (Pras et al., 1 90) como sendo vermelho purpurc a luz

%WQE w@),




do dia e laranja fluorescente a luz uv a 366nm foi observado com maior incidéncia nas
folhas, ausente nas raizes, pouco presente no caule e nas flores (tabs. 7e 8). Pode ser
visto na mesma tabela que o conteudo de artemisinina foi diminuindo com a passagem
fada fase vegetativa para a fase da floragao e que cessa mais cedo nas plantada estufa. O
contetdo de artemisinina tem sido estimado com base em calculos envolvendo o peso
seco, porém isto também nao foi possivel ja que os cristais obtidos eram bastante

pequenos e poucos. As balangas disponiveis ndo eram sensiveis para tais quantidades.

Tabela 7: Conteudo de artemisinina no campo

Conteudo de artemisinina

Semanas Fase Folhas Caules Raizes Flores
16 Vegetativa ++++ ++ -
17 Vegetativa +++ + -
18 Floragao + + - -
21 Floragao + - -
30 Floragao -

+ + + + presenga muito notavel de artemisinina

-denota auséncia de artemisinina

Tabela 8: Contetitdo de artemisinina na estufa

Conteludo de artemisinina

Semana Fase Folhas Caules Raizes Flores
16 Vegetativa [+++ (= |++ = -
17 Vegetativa [++ (O + = -
18 Floragao - 3

21 Floragdo - - -
25 Floragao

+ + +- presenga notavel de artemisinina

- denota auséncia de artemisinina

{




8.2.2. Culturas in vitro

Nos calos tanto os obtidos a partir de explantes de folhas como os dos caules, nao foi
ﬁdetectada nenhuma artemisinina, embora calos crescendo sob condigbes de luz tenham
T
e obtidos a partir de explantes da folha tenham tido uma coloragao esverdeada, ao

contrario dos calos obtidos de caule que eram esbranquigados.

9. Discussio dos resultados

9.1. Campo

De acordo com os peso frescos e secos das partes da planta (fig.2-9) e das plantas totais
(fig.10 e 11) os pesos absolutos foram mais elevados no campo do que na estufa o que
pode ser sido devido ao crescimento em altura que foi mais predominante nas plantas da
estufa. Estas plantas tiveram menos ramificagdes e um caule que foi enfraquecendo com
a chegada da fase da floragao, factores que terdo contribuido provavelmente para os
baixos peso relativo desse caule e consequentemente do peso tot [ ja que este
influencia muitoc o peso da parte aerea da planta (Woerdenbag, et al.,1d§17). As raizes nao

tiveram espaco suficiente para o seu crescimento na estufa. Elas cresciam em forma de

rede e cobriam quase toda a superficie interna do vasos apés furarem os sacos plasticos
r que serviam para manter a humidade dentro dos vasos. Nas plantas do campo as raizes
4 também nao foram totalmente resolvidas em termos de colheita ja que o espagamento de
30 em néo foi suficiente para separar as raizes de uma planta em relagao as das outras

mais pro y@as Malor espagamento teria provavelmente resultado em pesos ligeiramente
oS

373

Os pesos secos totais médios maximos obtidos foram de 156g e 374g nas semanas 27 e

e posswelmente maior crescimento nas plantas da estufa.

%3% respectivamente para estufa e campo (ver tabs.2 e 3). Woerdenbag et al. (1993)
~sestudando artemisinina e outros sesquiterpenos no Vietnam{ consfguiram um maximo de
21.1g de peso seco total médio que coincidiu com o quinto més apés a sementeira. Pras
et al. (1990) obtiveram pesos frescos diferentes em plantas cultivadas na mesma época e

em dois locais diferentes, (Groningen e Wageningen, na Holanda), e oz‘tidas a partir das




mesmas sementes. Esses pesos foram de 100-200g para as plantas de Groningen e
1000-2000g para as plantas de Wageningen. Segundo estes autores embora as razées
n&o fossem claras, provavelmente as diferengas encontradas se devessem a diferengas
no solo e condigbes ambientais. No presente estudo os pesos frescos de plantas
individuais das plantas variaram entre 250-470g na estufa e, no campo a maioria das
plantas variou entre 250-900g, tendo havido trés plantas nas quais os pesos frescos
oscilaram entre 1195-1285¢g. Isto mostra a necessidade de selecgdo de plantas cujas
caracteristicas impliquem maior rendimento da folha e consequentemente maior conteldo
de artemisinina. Tais plantas, posterirmente seriam cultivadas em condigdes in vitro, de
modo a proceder-se a4 sua multiplicagda apés o que seriam colocadas em condigdes
proprias de estufa para a sua aclimaté@éo e finalmente distribuidas no campo com

espacamentos adequados.

As alturas das plantas do campo/e da estufa (tabs.2 e 3) ultrapassaram o intervalo
referido por Gulati et al.(1996},), segundo o qual, a altura de A. annua varia entre 50-150
cm e que pode atingir os 2 metros. As plantas obtidas neste estudo tiveram alturas que,
podem ser enquadradas neste intervalo, mas também ultrapassaram-no. Elas podem ser
comparadas as das plantas obtidas por Woerdenbag et al. (1991), embora n&o tenham
sido aumentos graduais como acontece naquele estudo. Porém Fulzele et al. (1995)
constataram num estudo com plantas obtidas de 5 origens diferentes que haviam
variagbes na altura das plantas. As plantas de origem Europeia possuiam 30cm de
altura,aos 20 dias as de Hoechst (India), 60 cm aos 25 dias e as restantes trés
(Mexicana, Washington e Lucknow) tinham alturas que variaram de 60-90 cm apés 45
dias. Estas diferengas nas alturas mostram que a origem das plantas pode ser um factor
importante a ter em conta na selecgéao de plahtas cuja origem seja reconhecida como
produtora de relativamente maiores quantidades de artemisinina como é o caso de

plantas de origem Chinesa.

Os pesos aumentados das flores no campo podem ser explicados pelo facto de as
plantas destas plantas terem tido mais ramificagdes do que as da estufa as quais tiveram

um crescimento mais dirigido para a altura e com menos ramificagées.




A heterogeneidade acima referida em relagao aos pesos e alturas das plantas (tabs. 2 e
3-anexo), podera possivelmente estar ligada ao facto de as sementes usadas serem uma
segunda geracao filial (F2),ou ainda pelo facto de as plantas terem sido obtidas de
sementes, ja que Elhag et al. (1991), apos estudos feitos com esta planta concluiram que
populagGes obtidas a partir de sementes, sdo caracterizadas por variagdes morfolégicas
na altura das plantas, biomassa da folha e datas da floragdo o que resulta segundo os

mesmos autores em quantidades baixas e variaveis dos constituintes activos.

As percentagens de folhas aqui obtidas foram mais elevados em relagdo aguelas
alcangadas por Woerdenbag ef al. (1993). Estes autores conseguiram, muito antes da
floragdo um maximo de 26.9% no quinto més. No inicio da amostragem as plantas ja

(Dtinham iniciado o processo da abgisdo das folhas mais notavel nas plantas da estufa
como ja foi referido, o que significa que estes valores poderiam provavelmente aumentar
ligeiramente caso a amostragem tivesse comegado mais cedo. A razdo do peso da folha
exprime a porgao do peso da planta dedicada ao material da folha e &€ uma reflecgéo da
abilidade da planta para manter o seu padrdo normal de desenvolvimento (Fitter e Hay,
1981).

Neste estudo, as flores comegaram a aparecer a partir do terceiro més, tendo havido
plantas cuja floragdo s6 teve inicio no quinto més. Dados neste aspecto sao muito
contraditérios. Fulzele, et al. (1995) usaram sementes de varias origens (Europeia,
Hoechst, Lucknow, Mexicana e Washington) e constataram que a floragio varia muito ‘
dependendo da origem das sementes. As plantas de origem Europeia foram as primeira a
florir, com 20 dias apés a sementeira, as de Hoechst (India), floriram aos 25 dias e nas
restantes as flores s6 apareceram apés os 45 dias. Porém Woerdenbag ef al. (1993), no
Vietnam, conseguiram flores s6 a partir do néno més. Estas variagdes na floragdo de. A.
annua podjr'n ser devidas provavelmente a diferengas nas condigbes climaticas (Sing et
al. 1988), Ja que segundo Noggle e Fritz, (1983). a floragdo esta relacionada com o
comprimento do dia. Além disso, Elhag et al. (199.{)/J/éz haviam constatado que existiam

diferengas nas datas de floragao, para plantas obtidas através de sementes.




A diminuigao verificada nas taxas de crescimento relativo das partes da planta e plantas
podem ser devidas 3 iniciacdo tardia da amostragem, embora no que respeita a folha,
Larcher,(1998)/considere que a taxa de crescimento da folha seja reduzida em grande
parte pelo aumento do défice da agua e particularmente pela deficiéncia em nutrientes. O

mesmo autor considera ainda que a dimuigdo na produgao da planta devuda em grande

A

As taxas de crescimento relativo foram diferentes para as varias partes da planta, o que

parte ao crescimento inadequado da folha. —r fg,/q

pode ser justificado pelo facto de as partes da planta nao estarem envolvidas de forma
igual na sintese de novas substancias ja que alguns materiais sdo catabolizados ou

armazenados {Noggle e Fritz, 1983).

As taxas de assimilagé@o aparente mostraram -se constantes no campo e decrescentes na
estufa, provavelmente devido a amostragem tardia, ja que Larcher, (1995) considera que
a taxa de assimilagdo aparente é especiamente elevada durante a fase de crescimento
intensivo. A taxa de assimilagao liquida € uma medida do produto da fotossintese tomado
na planta, isto € , estima a fotossintese liquida, carbono assimilado menos carbono

perdido pela respiragao (Noggle e fritz, 1983).

A planta quando colhida fresca e posta a secar na sala & uma temperatura de
aproximadamente 24-26 °C, pareceu possuir propriedades ié\ef:tecidas e provocava a
% defor igas que pareciam eram atraidas pelo aroma das ﬂ;yf e flgres.

/

Mhao foi encontrda nenhuma literatura que tratasse d

num total de 8 plantas no campo e uma na estufa, ndo obstante nenhuma literatura referir

tal acontecimento.

A planta parece ser muito susceptivel a seca e a temperaturas elevadas durante a fase
vegetativa. Nas plantas tanto da estufa como do campo, as plantas murchavam

intensamente nos dias de muito calor embora recuperasse pds uma rega com
quantidade suficiente de agua. /Jgg /Z‘/gé\\ a Az




N&o foi possivel fazer comparagdes entre as sementes provenientes dos diferentes
paises porque as quantidades obtidas eram muito baixas e na fase inicial ter havido muita
contaminagdo (culturas in vitro) e pelo facto de ndo terem germinado no campo
provavelmente devido a dorméncia, embora tratamentos tenham sido feitas para quebra-
la. Nesta experiéncia apenas sementes obtidas da Tanzania foram usadas tanto para as

experiéncias de campo como as de in vitro.
9.2. Culturas in vitro

Os pesos fresco e seco dos calos obtidos a partir de explantes de caules apresentados
nas figura 23-28, mostram que o meio B foi 0 que teve relativamente maiores pesos
medios, O aumento de pesos frescos nos meios de estabelecimento em relagao ao meio
A foi de 2.3, 1.8, 1.3 e 2.0 vezes respectivamente para os meios B, C, D e E de calos
obtidos a partir de explantes de caules. Para calos em condi¢des de luz os pesos frescos
aumentaram 2.6, 2.6, 2.0 e 2.7 vezes. Os que cresceram em condi¢des de escuro tiverayl/
um aumento de 3.9, 3.1, 2.9 e 3.2, Tawfiq ef al. (1989) obtiveram um aumento de 1.2 e
1.13 do meio idéntico ao meio A, mas em termos de pesos secos. Neste estudo a
comparacao foi feita em relagao aos pesos frescos porque os calos do meio A foram
todos tranferidos frescos para os meios de estabelecimento. Como pode ser visto nas
figuras relativas aos pesos médios dos calos, a concentragio da 2.4-D parece ter pouco
efeito efeito nos peso dos calos. Outros factores poderao ter afectado os resultados. Tais
factores podem ser o ambiente de culturd, luz, concentragdo de didxido de carbono no
meio de cultura temperatura (Debergh e Read, 1991), ja que um d%requisitogoara uma
\\ sala de cultura é o controlo do clima.

Segundo Mantell, et al., (1985), uma taxa elevada da auxina para a citocinina, favorece a
formagao de raizes. Este resultado foi constatado neste trabalho mas, a formagédo das

raizes nao foi proporcional & concentragdo da auxina. As raizes mais compridas foram

verificadas nos meios B e C, as mais curtas nos meios D e E , em meios cresgendo sob
condigdes de luz. Os calos crescendo no escuro tiveram valores relativamentg elevados

em relagdo aos que cresceram em condigées de luz, embora Dodds e Roberts, (1995)




tenham sugerido que para calos crescendo no escuro, seja benéfico introduzir um pouco

de luz.

O ambiente de cultura tem influéncia na micropropagagao (Debergh e Read, 1991). Os
vasos em foram cultivados os calos, eram do tipo plastico e fechados com as respectivas
tampas, depois com parafilm. Estes vasos transpiravam e por vezes deixavam cair
algumas gotas de agua o que possivelmente diminuia o contacto entre os calos e o meio
de cultura, e provavelmente aumentava a susceptibilidade d6 para a contaminagao, como
considerado por Bhojwani e Razdan, (19837./l Além disso em vasos haneticamente

fechados De Proft ef al. (1985) citado por Debergh e Read, (1991) constatou a existéncia
de concentragbes supra-Gptimosje etileno no meio contendo sacarose que tem efeitos

adversos na micropropagagao

9.3. Extracgao de artemisinina
9.3. a) no campo

As tabelas 7 e 8 mostram que a mais elevada quantidade de artemisinina foi obtida no
campo e com maior incidéncia nas folhas, resultado qu . concorda com Lampasona et al.
(1990); Woerdenbag ef al. (1991); Bbarel et al. (199E?£ulati, et al., (*696), seguidas por
flores. Duke et al. (1987) citado por Gedre et al. (1997\24cluiu que artemisinina &
sequestrada nos tricomas glandulares de folhas e flores de A. annua, que sao ricas em
artemisinina e O6leces valiosos, ja estas partes da planta, sdo ricas em tricomas

/

‘{5 glandulares

Os caules possuiam quantidades bastante reduzidas de artemisinina, o que esta de
acordo com Woerdenbag et al. (1891), embora, contrariamente a este estudo,
percentagens mais elevadas nesta parte da planta tenham sido encontradas na fase da
floragdo. Segundo estes autores o peso do caule influencia negativamente no conteldo
de artemisinina ja que este é estimado na base de peso seco total da planta. Os mesmos

autores encontraram mais artemisinina em pequenos ramos verdes, folhas e botées mas
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neste caso este composto foi observado com maior incidéncia apenas nas folhas, antes

da floragao (tabelas 7 e 8).
9’5 (MM '
O facto de nao ter sido obtida nenhuma artemisinina nas ragi?é, concorda com Charles e
@ \

Simon, (1990); Lampasona et al. (1990} e Gulati et al. (1996). Segundo Martinez
(1988); Fulzele et al. (1991), citados por Jaziri et al. (1

»{;nas raizes pode indicar provavelmente que este composto esteja restrito & apenas partes

ga auséncia de artemisinina

verdes da planta.

As tabelas 7 e 8 mostram que na fase da floragao as flores produziram mais artemisinina

em relagdo as folhas, (campo), mas na estufa ja nao era detectada artemisinina nas

folhas na fase de floragao completa (semana 21). Estes dados estao de acordo com

Ferreira et al. (1995) citado por Geldre et al. (1997) glie considerou que artemisinina é

mais elevada nas flores que nas folhas durante a fase de floragao completa.

O metodo usado paya a extracgdo (Cromatografia de Camada Fina), é considerado por
ﬁgﬁmo fraco para detectar moléculas intactas devido a interferéncia

sd

a planta e portanto, ndo pratico. Contudo, Pras et al. (1990),

Denys e Simon,(19
de outros contituin
compararam este método com a Cromatografia Liquida de Elevada Definicdo conhecido
por (HPLC) e concluiram que com este método & possivel obter percentagens de
(/yﬁﬁsinina relativas a planta. Neste estudo houve falta de alguns compostos quimicos
relacionados com o processo de purificagdo do extracto, uma fase que precede a
separa¢ao cromatografica, e que € importante porque diminui a interferéncia dos outros
compostos da planta. Tal falta pode ter interferido nos resultados da deteccdo da
artemisinina. Com todq o material completo provaveimente teria sido detectado .mais

artemisinina.

9.3. b) nas culturas in vitro

Nos calos tanto os obtidos a partir de explantes de folhas como os de caules nao foi
obtida artemisinina. Isto pode ser devido ao facto da biossintese de aﬁem%estar

correlacionada com a diferenciagdo efou a organizagao intracelular (Jaziri .y 1996)
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mas, Woerdenbag et al. (1992), observaram tragos de artemisinina na cultura de
ﬁuspe@o de células, o que explica segundo eles que as células indiferenciadas sdo em
principioc capazes de produzir este composto. Contudo, devido a alta actividade
peroxidase intracelular, artemisinina é provavelmente atacada pelas peroxidases logo que

e sintetizada.

Para a obtencdo de artemisinina nas culturas in vitro de Artemisia annua Jaziri et al.
(1996) sugere a necessidade de diferengiagdo em brotos ou preferl@lmente em brotos

com raizes.

Pode-se considerar que este estudo, apesar de incompleto, servira de algum modo para
mostrar que a planta embora nativa da Eurasia, desenvolve-se bem nos trépicos, onde a
malaria € um problema serio. A diferenga de comprimento do dia entre esta regido e as
regides da estepe naoc implicou menos biomassa antes da floragdo como previsto por
(Janick, 1QQZ

a planta produz o contetido maximo de artemisinina.

: Anderson, 1996), mas provavelmente havera alteragdes nas fases em que

10. Conclusdes:

'
Hal

As condigdes climaticas durante o periodo de estudo em Mogambique, sao
, - ¢ : -
para o cultivo de Arfemisia annua, que mostréd_possuir boas caracteristicas para a sua

exploragao comercial.

As plantas no campo produziram maior biomassa que as plantas da estufa,

contrariamente a hipétese 1.

Diferencas climaticas entre Mogambique e as zonas onde A. annua é nativa, i

mudangas nas fases em que o conteudo de artemisinina € maximo nas plantas.

O conteudo de artemisinina foi maior no campo em relagao a estufa, o que concorda
com a hipétese 2 s o lu 0-@41‘/




/

As folhas acumularam a maior parte da artemisinina obtida na planta, o que concorda

com a hipotese 3.

Maiores pesos de calos obtidos tanto a partir de explantes de folhas como os obtidos a
partir de explantes de caules, foram obtidos & concentragdo de 0.1mg/ml de 2,4-D
(meio B).

Para efeitos de produgéo de calos com raizes, o0 meio mais indicado é o meio C.

Os calos (desta formh obtidos#ao produzem artemisinina.

11. Recomendacgdes: [

O estudo comegou tarde e alguns aspectos relevantes como olmaximo real possivel de
. \

: . . |
\P folhas que seria alcangado nao ficaram claramente flucidados, pelo que recomenda-se a

realizagdo de um estudo que inicie pelo menos na segunda semana apoés a sementeira.

Recomenda-se a selecgdo de plantas com mesmas caracteristicas, especiamente as
conhecidas como de alto conteldo de artemisina. Apos a selec¢do produzir-se-iam por

cultivo in vitro plantas que seriam mais tarde cultivadas no campo, de modo a ultrpassar

as divergéncias obtidas em muitos aspectos ligados a esta planta.

As raizes desta planta sdo nas suas terminagdes, uma rede muito fina que retém
pequenos pedagos de folhas e caules bem como outras particulas existentes no solo, o
que dificulta a sua separagao, recomenda-se solo limpo para estudos que envolvam a

raiz.

A criagao de condi¢bes adequadas e proprias para as culturas in vitro de modo a obter
resultados que possam ser comparaveis com outros estudos feitos em condigdes

semelhantes.




Esta planta parece possuir propriedades insectecidas quando seca em condigées de
laboratério, pelo que recomenda-se a realizagdo de estudos com vista a apurar tais

propriedades.
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ANEXO A: Tabelas
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Tabela 2: Altura, area da folha, pesos frescos e secos das partes da planta e
planta total da Arfemisia annua no campo

sas |pff [psf |[af pfc psc |pfr pfl  [psh P/ pst |alt
16] 70.7] 13.4] 6472.4] 70.31 13.8] 72,5 114 273.7| 48.5| 80.9
17 98] 19| 7130.1] 97.37| 22.6] 82.7| 139 224.5| 41.7| 88.5
18] 117] 20.7| 7876.5{ 116.8| 23.6| 83.8| 135 295.3| 56.5|] 89
21] 90.1] 17.4| 7878.2] 120.8| 42 91.4| 18.2 302.3] 78| 118
22| 131] 30.8| 11047| 207.5| 67.7 139| 295 551.4| 157] 135
23] 187| 43.1| 13597 310.1| 112] 164| 40.4 604.7 173] 161

25| 104) 27.2[ 725211 247| 115] 153| 53.5 46.2| 7.01| 550.4] 203| 176
26| 65.9) 17.3| 4995.3 166.9| 74.2| 103| 27.4| 43.3| 7.43| 385.8] 126] 181
27| 56.8] 15.6( 3845.21 277.1] 120] 149| 459 105 32.7| 588.4] 214l 168
28| 25.5| 7.53| 1659.2] 264| 119] 126| 37.8] 141| 48.8] 557] 214l 171 /-r
29] 42.2] 13.4] 262411 259] 117] 129| 36.5 68.7[ 22.4] 499.2| 189] 214}=

30| 55.6] 15.4] 4173.7] 229.7| 103 107| 34.1| 71.1| 23.3| 463.8] 174|205
33| 24] 8.34] 1651] 389.5] 185 206 77.4] 282] 103] 902.1] 374] 169] —7
34| 9.54] 2.66| 657.55| 390.3| 202| 158| 77.5| 284| 97.2| 842.3] "379}-160|
35| 0.87] 0.21] 47.633| 312.4] 163 103 53.7] 169] 79.1| 585 296 193

Tabela 3: Altura, area da folha, pesos frescos e secos das partes da planta e
planta total da Artemisia annua na estufa

sas {pffE |psfE [afE pfcE |pscE |pfrE |psrE |pfflE [psflE |pfiE  [pstE |altE

16| 69.1] 11.8| 4110.6] 88.5| 20.6| 89.4| 159 247 1| 48.4] 126
17| 66.5] 11.9] 4877.1} 104 25| 112] 169 2827} 53.8| 128
18| 81| 17.8| 6447.8| 81.3] 22.4| 150| 18.8 302.8] 59| 117
21] 99.9| 23.8| 72546] 110 454| 149] 243 358.9] 93.5 146
22f 916 217 6631.8) 133| 59.8) 170] 285 394.8] 111 165
23| 83.6| 20.4| 6147.1| 161 66.2| 172| 244 416.3] 111 194

25| 47.4] 17.1] 3527.4] 133 62.5] 104| 27.3| 9.87] 4.22[ 293.8] 111] 227 {
26| 356 112 1979.4 148] 722 108] 37.4] 305| 753 3222 128] 242| > 24¢+* M
27| 21.5] 7.38] 1420.7] 155| 78.4] 184| 57.7| 37.1] 12.6] 397.5. 156].269
28] 4] 1.5] 23.085] 164] 854 952 25| 42.4] 15.8] 305.5( —128] 298
20] 4.15| 1.42[ 231.45] 135] e8] 67.4] 18] 46.4] 16| 253.3] 103 256
30 1.14] 0.39] 36.545] 110] 55.5] 72.9] 16.6] 76.1] 30.4] 260.2] 103[ 244
33[ 0.67] 0.25] 41.05] 118] 61.2] 85.6] 239 83| 34.1] 286.7| 120] 214
34 0 0 o[ 101] 531 58.7] 126| 56.9] 26.4] 216.5] 92.1| 212
3 0 0 O 83.7[ 40| 78.4] 17.6] 46.4] 20.7] 208.5] 78.5| 217

pff e psf-pesos frescos e secos das folhas, respectivamente

pfc e psc- pesos frescos e secos dos caules, repectivamente

pfr e psr- pesos frescos e secos da raizes, respectivamente

pffl e psfl- pesos frescos e secos das flores, respectivamente

pft.e pst- pesos frescos e secos das plantas totais, respectivamente
alt- altura das plantas

af- area das folhas

sas- semanas apds a sementeira




Tabela 5: Correlagdo entre alguns parametros de crescimento de
Artemisia annua no campo

PSF

AF

-0.215

(0.66661

0.24924

0.35278

0.54451

0.56284

0.89141

-0.3336

0.58585

0.17881

0.89275

0.3259

0.58806

0.18415

0.99998

0.90003

-0.3147

-0.5072

0.19183

0.8998

0.89986

0.89133

-0.4283

0.89979

1.0000

-0.5113

0.89752

0.89198

-0.4317

0.99974

0.9989

-0.5159

0.9000

0.99991

e

Tabela 6: Correlagdo entre alguns alguns parametros de crescimento de
Artemisia annua na estufa

PSF AF
AF__ [0.10352
AFE_ [-0.1044
RAF_ | 0.61331
PEF_ |0.94506
RPF__|0.9366
TCAF_|0.9409
TAA_|0.99908
TCR . |0.99885

N

Legenda:

0.83072
0.7118
-0.3013
-0.2385
-0.2265
0.37275
0.37581

-0.3283
-0.332

0.38692
-0.3203
-0.4309
-0.4354

0.37516
0.38692
0.39668
0.98992
0.99998

0.99999
0.99988
-0.725

-0.6315

0.99992
0.47467
0.47003

0.89994
0.99998

0.99596

AF- area da folha

AFE- area foliar especifica

PEF- peso especifico da folha

PSF- peso seco da folha

RAF- razdo da area da follha

RPF- razao do peso da folha

TCAf- taxa de crescimento absoluto da folha
TAA- taxa de assimilagao aparente

TCR- taxa de crescimento relativo




ANEXO B: Glossario




ABREVIATURAS e GLOSSARIO

Agar- um polissacarideo gelatinoso obtido de algas vermelhas, que funciona como um
agente solidificante quando misturade com o meio nutriente.

Asséptiico- livre de células vivas.

Auxinas-uma das grandes classes de hormonas vegetais (fitohormonas), que induzem por
exemplo a iniciagio de raizes e raizes adventicias, alongamento celular, promogéao de novas

divisées celulares.

Calo-refere-se a uma massa de células desorganizada em proliferagdo dividindo-se

activamente.

Citocininas-hormonas vegetais que induzem por exemplo a divisdo celular, ac alongamento
de células e ao desenvolvimento de brotos laterais.

2,4-D- acido (2,4-di-cloro-fenoxi)-acético, € uma auxina.

Explante- fragmento retirado de tecidos vegetais e utilizado nas culturas in vitro.

Friavel-que se esmagama com facilidade.

in vitro- crescimento sob condigdes artificiais como em cultura de tecidos.

KNOP- uma solugéo de macroelementos desenvolvida por Knop, J.(1817-1891), baseada na
analise de solos que é frequentemente usada em sistemas de culturas de solo e também

como fertilizante.

MS-abreviatura do meio Murashige, T. e Skoog, F (1962)- € um meio definido e formulado
paracultura de calos do tabaco e agora usado em muitas outras culturas de tecidos de
plantas. E caracterizado por altos niveis de nitrogénio, potassio e calcio em relagdo a outros

meios de cultura de tecidos de plantas.




'.

ANEXO C

Composi¢do do meio de cultura Murashige & Skoog (1962).

Constituintes Molaridade no meio Concentragio das solugdes “stock” (mg/l)
Macronutrientes

NH,NO, 20,6x107 33000
KNO; 18,8 x107 38000
CaCl;.2H,0 3,00x10° 8800
Mg$0,.7H;0 1,50x10° 7400
KH,PO, 1,25x10% . 3400
Micronutrientes '

KI 5,00x10™ 166
H;BO; 1,00 x10™ 1240
MnSO,.4H,0 9,99 x10” 4460
ZnS0,.TH,0 2,99 x10° 1720
Na,Mo0Q,.2H,0 1,00 x10™ 50
CuS04.5H,0 1,00 x107 5
CoClL6H,0 1,00 x107 5
Fontes de Ferro - |

Na,EDTA . 2H,0 1,00 x10™ 7460
FeSO,.7H;0 1,00x10” 5560
Compostos Orgadnicos

Myo inositol 4,90x10™ 100
Vitaminas

Acido nicotinico 4,66x10° 0,5
Piridoxina-HClI 2,40x10% 0,5
Tiamina -HCl 3,00x107 0,5
Aminodcidos

Glicina 3,00x107 2.0
Fontes de Carbono

Sacarose 8,80x107 30g




