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RESUMO

CARVALHO, Luciana Marques de, D.S., Universidade Federal de Vicosa,
novembro de 2001. Disponibilidade de agua, irradiancia e homeopatia
no crescimento e teor de partenolideo em Artemisia. Orientador:

Vicente W. Dias Casali. Conselheiros: Paulo Roberto Cecon e Luiz Claudio
de A. Barbosa.

A planta medicinal Tanacetum parthenium (L.) Schultz-Bip tem ganhado
grande importancia nos ultimos anos devido as suas propriedades profilaticas
no tratamento da enxaqueca. O presente trabalho teve por finalidade
caracterizar o crescimento, anatomia foliar, teor de partenolideo, o principio
ativo mais caracteristico das plantas de T. parthenium, e determinar os niveis
mais adequados de umidade no substrato dos vasos, de irradiancia e os efeitos
da homeopatia nessas plantas durante seu crescimento. Dentre as condicfes
hidricas estudadas, o nivel de menor disponibilidade hidrica no substrato, 50%
da capacidade de campo, causou aumento de mais de 100% no teor de
prolina, reducéo na altura, no nimero de folhas, na &rea foliar, na massa fresca
e seca e no teor de partenolideo. Crescimento maximo foi obtido pelas plantas
crescidas a 70 e 90% da capacidade de campo e teor maximo de partenolideo
ocorreu nas plantas crescidas na capacidade de campo. A reducdo no nivel de
irradiancia luminosa (30 e 50% de sombreamento) das plantas causou
aumento no crescimento em altura e na area foliar total. A producédo de folhas,
no entanto, ndo foi alterada. O sombreamento causou ainda atraso no
florescimento e reducdo no acumulo de acucares solliveis e de amido nas

folhas expandidas do terco superior das plantas. A condicdo de luminosidade



gue propiciou maior crescimento das plantas e maior teor de partenolideo foi a
de pleno sol, sendo que nessas plantas houve maior reducdo no teor de
partenolideo com o tempo em dias apds inicio do experimento. A aplicacdo da
homeopatia Arnica montana, preparada em escala decimal, independente da
presenca de adubacéo organica por cobertura, ndo alterou o numero de folhas
produzidas, teve pouco efeito no crescimento em altura, mas causou aumento
no acumulo de massa fresca e seca e reducao no teor de partenolideo, exceto
na poténcia D3 que nédo diferiu do controle, e acelerou o forescimento. As
plantas tratadas com Arnica D5 destacaram-se devido a maior altura e maior
namero de inflorescéncias. Ao contrario da Arnica montana, escala decimal, os
efeitos da aplicagao da Arnica montana, escala centesimal, diferiram em funcéo
da presenca de adubacdo organica em cobertura. As plantas adubadas e
tratadas com Arnica C1 obtiveram maior numero de folhas e de inflorescéncias.
O teor de partenolideo foi menor nas plantas tratadas com Arnica centesimal,
particularmente com C3 e Cb5. A aplicagdo da homeopatia em plantas
condicionadas previamente, por um més, a deficiéncia hidrica, ndo causou
alteracao significativa no crescimento das plantas. No entanto a aplicacéo tanto
de Natrum muriaticum, quanto do nosédio, causou aumento no teor de clorofila
e de prolina nas plantas sadias e reducdo nas plantas doentes. O efeito da
homeopatia Natrum muriaticum foi mais lento e prolongado do que o efeito do

nosodio.



ABSTRACT

CARVALHO, Luciana Marques de, D.S., Universidade Federal de Vigosa,
november 2001. Water availability, photon irradiance and homeopathy
on growth and parthenolide content in feverfew. Adviser: Vicente W.
Dias Casali. Committee members: Paulo Roberto Cecon and Luiz Claudio
de A. Barbosa.

Feverfew (Tanacetum parthenium L. Schultz-Bip.) has a long history of use
as a herbal treatment for ailments. Currently, the most extensive use of the
plant is for migraine prophylaxis. The objective of this study was to characterize
the growth, the leaf anatomy, the parthenolide content, the most active principle
of T. parthenium, and to determine the best moisture availability levels in the
soil, light regimes and the effects of the homeopathy in those plants during their
growth. Among the studied water conditions, the level of smaller amount of
water in the soil, 50% of the field capacity, it caused increase of more than
100% in the proline content, reduction in the height, in the number of leaves, in
the leaf area, in the fresh and dry weight and in the parthenolide content.
Maximum growth was obtained by the plants grown at 70 and 90% of the field
capacity and maximum content of parthenolide happened in the plants grown in
the field capacity. The reduction in the photon irradiance level g§hadow of 30
and 50%) it caused increase in the height and in the leaf area. The number of
leaves, however, there was not change by the shadow. The shadow still caused
delay in the flowering and reduction in the soluble sugars and starch content of
the expanded leaves of the superior third of the plants. The condition of

brightness that propitiated larger growth to the plants and parthenolide content
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went to of full sun, and in those plants there was larger reduction in the
parthenolide content with the time in days after beginning of the experiment.
The application of the homeopathy Arnica montana, prepared in decimal scale,
independent of the presence of organic manure for covering, it didn't change
the number of leaves, There was a little effect in the growth in height, but it
caused increase in the accumulation of fresh mass and it evaporates, except in
the potency D3, and it accelerated the flowering. The plants with Arnica D5
stood out due to larger height and larger inflorescence number. The
parthenolide content decreased with the application of Arnica montana, it climbs
decimal, except in the potency D3, that didn't differ of the control. Unlike the
Arnica montana, it climbs decimal, the effects of the application of the Arnica
montana, it climbs centesimal, they differed in function of the presence of
organic manure in covering. The fertilized plants with Arnica C1 they obtained
larger number of leaves and of inflorescence. The parthenolide content was
smaller in the plants with centesimal Arnica, particularly with C3 and C5. The
application of the homeopathy in plants conditioned previously, for one month,
to the deficiency hidrica, didn't cause significant alteration in the growth of the
plants. However the so much of Natrum muriaticum application as of the
isopathy it caused increase in the chlorophyll content and of prolina in the
healthy plants and reduction in the sick plants. The effect of the homeopathy

Natrum muriaticum was slower and lingering than the effect of the isopathy.
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INTRODUCAO GERAL

O uso de plantas medicinais tem sido consagrado em épocas diversas da
histéria. O homem da pré-histéria, consciente da importancia das plantas na
sua sobrevivéncia, iniciou a revolugdo agricola, que marcou o despontar da
civilizacdo entre os séculos X e VIl a.C., com a domesticacdo das plantas
alimenticias. E facil supor que aquele homem ja entendia a possibilidade de
tratar suas doencas e ferimentos externos com 0rgéos vegetais de plantas com
propriedades curativas, que Ja& existiam nas trés regibes principais de
domesticacdo de plantas: o Oriente Médio, o nordeste da China e a
Mesoamérica (GIACOMETTI, 1989).

Nas ultimas décadas tém-se testemunhado o retorno do interesse e uso
de plantas medicinais e seus derivados. Nos Estados Unidos, por exemplo,
pesquisas mostram que em 1991 houve aumento de 3% na demanda de
plantas medicinais e derivados, enquanto que em 1998 o aumento foi em torno
de 37% (BRISKIN, 2000).

A utilizacdo de plantas no tratamento de doencas, no Brasil de hoje, foi
influenciada, fundamentalmente, pelas culturas indigena, africana e,
naturalmente, européia. Os indios utilizavam a fitoterapia com base na visédo
mistica e, também, pela observacdo de animais que procuravam determinadas
plantas quando doentes. A influéncia africana € pouco conhecida, mas nédo
menos relevante. Ja a influéncia européia teve inicio com a vinda dos primeiros
padres da Companhia de Jesus. Formulando receitas a base de plantas para o
tratamento de doengas, disseminaram muitas espécies de origem européia.
Hoje em dia, muitas dessas plantas reproduzem-se espontaneamente e

formam outros gendtipos ou variedades.



Durante os ultimos 15-20 anos, a espécie Tanacetum parthenium tem
recebido consideravel atencdo em razdo das suas propriedades profilaticas
com respeito a frequéncia e severidade dos ataques de enxaqueca (HEWLETT
et al., 1996; WEBER et al., 1997). Essa planta, mais conhecida como artemisia,
produz grande variedade de compostos secundarios, como lactonas
sesquiterpénicas, 6leo essencial e taninos. No entanto, estudos recentes tém
indicado o partenolideo, uma lactona sesquiterpénica, sintetizada e acumulada
em glandulas bilobadas foliares como o principal componente
farmacologicamente ativo dessas plantas, e principal responsavel pela
eficiéncia terapéutica contra a enxaqueca OPOLMAN et al., 1992; REY et al.,
1992; HEWLETT et al., 1996; BROWN et al., 1997).

O alvo principal das pesquisas com plantas medicinais tem sido as areas
de fitoquimica, farmacognosia e horticultura. Na fitoquimica, as plantas s&o
caracterizadas em funcdo dos possiveis compostos bioativos, os quais tém
sido separados e sujeitos a andlise estrutural detalhada. Pesquisas ha
farmacognosia tém envolvido ensaios de bioatividade, identificagdo de modos
de acdo potenciais, e sitios alvo de compostos fitomédicos. As pesquisas
dentro da horticultura tém se concentrado no desenvolvimento da capacidade
de crescimento maximo, ou Otimo, das plantas. Isto é particularmente
importante no caso das plantas medicinais que ainda sao obtidas por
extrativismo, cujas condi¢cdes de cultivo ainda ndo sdo conhecidas. A coleta de
plantas medicinais nativas pode ser problemética em termos de perda de
biodiversidade, variacdo potencial na qualidade das plantas e ocasionalmente,
identificacdo incorreta com consequéncias potencialmente tragicas (BRISKIN,
2000).

A qualidade do produto agricola é influenciada por fatores pré - e pos-
colheita, além da combinacédo de fatores que incluem componentes genéticos e
ambientais. Mas, geralmente, a qualidade alcancada até o periodo da colheita
tem importancia fundamental. O cultivo de plantas medicinais, arométicas e
condimentares reveste-se de grande importancia, pois vai suprir a crescente
demanda de plantas medicinais, seguramente identificadas botanicamente, e
de boa qualidade (CORREA JR. et al., 1994; WESTON e BARTH, 1997).

Durante o ciclo do dia, as plantas podem enfrentar alteragcbes na

temperatura, disponibilidade de agua e umidade, e variacbes na quantidade de
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luz. O ambiente em torno das plantas flutua regular e previsivelmente em ciclos
diarios e sazonais, assim, raramente é 6timo ao crescimento das plantas, tanto
nos ecossistemas naturais quanto nos agricolas (CHAPIN [ll, 1991;
SMIRNOFF, 1995; SRIVASTAVA e STRASSER, 1996). Em decorréncia disso,
h& necessidade dos vegetais se adaptarem ao ambiente. A adaptacao pode ser
definida como o0 ajuste entre o organismo e seu ambiente. Essa adaptagéo
ocorre tanto genetica quanto fisiologicamente. Algumas vezes, pode acontecer,
no entanto, das capacidades de adaptacdo e de auto-regulacdo do equilibrio
dindmico das plantas serem solicitadas em excesso, pela imposicdo de
"sobrecargas anormais”, estresses devido ao meio ambiente (PIANKA, 1982;
LARCHER, 1986).

Condicdes desfavoraveis de crescimento podem causar alteracdo na
producdo de compostos secundarios. Essas alteracbes metabdlicas séo
importantes como mecanismos de defesa contra insetos e doencas, e podem
causar aumento da tolerancia a outras situacdes estressantes. A concentracao
de principios ativos na planta, por exemplo, depende de controle genético e de
estimulos proporcionados pelo meio. Assim, quando ha deficiéncia ou excesso
de algum fator de crescimento, a concentracdo pode ser alterada. Além disso,
a variacdo em populacdes naturais de plantas e animais é a base da sua
resisténcia perante as pressfes ambientais, e € matéria prima da selecéo
natural, um dos processos responsaveis pela diversidade de vida existente na
Terra (BROWN JR., 1988; EINHELLIG, 1996).

A definicdo de estresse, segundo Barrett (1981), citada por VOGT et al.
(1993), inclui qualquer perturbacdo que é estranha ao ecossistema, ou, se
natural, em taxas excessivas. O modo como as plantas respondem aos
estresses induzidos pelo homem € complicado pelo fato delas crescerem e
serem naturalmente adaptadas ao "ambiente estressante”. E essencial,
portanto, distinguir “respostas normais” daquelas que causam reducdes
significativas no crescimento, ou mesmo a mortalidade das plantas VOGT et
al., 1993). Segundo LEVITT (1982), estresse biologico pode ser definido como
qualquer fator ambiental capaz de induzir alteragbes potencialmente
prejudiciais nos organismos Vivos.

A caracteristica principal das plantas adaptadas a ambientes deficientes

em algum recurso ambiental é o crescimento lento, mesmo quando sé&o
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supridas com tal recurso em quantidade oOtima e equilibrada. O crescimento
lento reflete a baixa capacidade de obter 0s recursos necessarios, e ocorre em
plantas adaptadas a ambientes inférteis, secos ou salinos ou muito
sombreados. Além disso, as plantas crescem menos por causa da maior
alocacao de recursos a funcdes de sobrevivéncia em ambientes desfavoraveis
(CHAPIN 111, 1991).

O suprimento de agua as plantas é de fundamental importancia no
crescimento e producdo econémica. A deficiéncia de umidade no solo altera
varios processos bioquimicos e fisiologicos nas plantas, e induz respostas
metabdlicas e fisiolégicas como fechamento estomatico, declinio na taxa de
crescimento, acumulo de solutos e antioxidantes, e expressao de genes
especificos de estresse (SINGH-SANGWAN et al., 1994).

As variagdes na irradiancia luminosa tém efeitos imediatos no
metabolismo. Embora consideravel quantidade de informacédo tenha sido
publicada a respeito dos principios e praticas caracterizando e descrevendo a
producdo primaria, ndo se pode adaptar esses dados diretamente a producao
de metabdlitos secundarios, por causa das circunstancias especiais desses
sistemas (HORNOK, 1992).

A maioria dos trabalhos sobre T. parthenium se refere ao (1) estudo dos
constituintes quimicos, como cumarinas, guaianolideos (BEGLEY et al., 1989),
Oleo essencial e, principalmente, lactonas sesquiterpénicas; (2) métodos de
extracdo de lactonas sesquiterpénicas (KERY et al.,, 1988; REY et al., 1992;
SMITH e BUDFORD, 1992), técnicas cromatograficas (HENDRICKS et al.,
1997), inclundo HPLC (HEWLETT et al, 1996), CO, supercritico
(CASTANEDA-ACOSTA et al., 1995) e (3) efeitos farmaco-médicos de seus
principais constituintes, especialmente trabalhos tratando de enxaqueca (KERY
et al.,, 1993; HEWLETT et al.,, 1996; PALEVITCH et al., 1997; WEBER et al.,
1997), inibicdo da contracdo muscular (BEJAR et al., 1996) e agregacdo de
plaquetas (BROWN et al., 1997). Sdo poucos os trabalhos relacionados as
condi¢des de cultivo (HENDRICKS et al., 1997). Assim o presente estudo visou
conhecer as plantas de T. parthenium quanto as caracteristicas do
crescimento, anatomia foliar e conteudo de partenolideo, determinar os efeitos
de quatro niveis de agua no solo, de trés niveis de irradiancia e de algumas

homeopatias sobre o crescimento das plantas de T. parthenium.
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CAPITULO 1

CRESCIMENTO, ANATOMIA FOLIAR E TEOR DE
ACUCARES E DE PARTENOLIDEO EM ARTEMISIA

1.INTRODUCAO

O crescente interesse na espécie Tanacetum parthenium (L.) Schultz.-
Bip. [sinonimia = Chrysanthemum parthenium L. Bern.] (Asteraceae) se deve a
utilizacdo na profilaxia da enxaqueca. No Brasil, essa planta € mais conhecida
como artemisia, artemijo, artemigem-dos-jardins, monsenhor-amarelo, piretro-
do-caucaso, minerva, margaridinha, matricaria, macela-do-reino, camomila-
pequena e macela-da-serra. Em Portugal, onde € mais conhecida como
matricaria e artemisia dos ervanarios, € encontrada, principalmente, junto dos
cursos de agua, desde as provincias do Norte de Portugal, até o Alto Alentejo.
Nos paises de lingua espanhola € mais conhecida como tanaceto, e nos paises
da América do Norte, em grande parte da Europa e na Nova Zelandia é mais
conhecida como “feverfew", devido a sua utilizacdo mais tradicional:
antipirética. Essa planta é nativa na Grécia e em outros paises do Sudeste
Europeu e da Asia Menor, ocorrendo, também, como ruderal no Oeste
Europeu. Apesar de ndo ser nativa na Inglaterra, essa espécie encontra-se
bem estabelecida no pais, como acontece em outras regifes da Europa,
América do Norte e do Sul e Nordeste da Africa HENDRIKS et al., 1996;
BROWN et al., 1999).



Tanacetum parthenium (L.) Schultz.-Bip. € perene, cultivada anual e
fortemente aromatica. Seu caule é vertical e ereto, rigido, coberto por pélos,
com altura variando de 25 a 120 cm. As folhas sdo amarelo-esverdeadas,
brilhantes, profundamente recortadas, variando de peludas a glabras. As folhas
mais baixas tendem a ovaladas, com longo peciolo, e 3 a 7-pinadas. As folhas
superiores tém peciolos mais curtos. Suas flores, semelhantes as da
margarida, sdo sempre reunidas em inflorescéncias tipicas, o capitulo. O fruto
seco e indeiscente, pode ser disperso pelo vento. O forte odor, caracteristico
da espécie, € devido as altas concentracdes de terpenos volateis, constituintes
do oleo essencial, encontrado especialmente em folhas e flores ABAD et al.,
1995; BERRY, 1984; FIGUEIREDO, 1998).

O longo histoérico do uso de T. parthenium no tratamento fitoterapico de
varias doencas ou indisposi¢des inclui problemas de pele e urinogenitais, o que
levou alguns autores a denominarem-na "aspirina medieval”. A infusdo da erva
€ utilizada como antipirética, no tratamento da enxaqueca, reumatismo e dores
menstruais. O extrato dessa planta é, tradicionalmente, utilizado em muitos
paises do hemisfério norte, como a Inglaterra, contra dores devido a célicas
menstruais, asma, artrite e psoriase (BURFORD e SMITH, 1989; BEJAR, 1996;
HEWLETT et al., 1996).

Segundo MARTINS et al. (1995), T. parthenium é indicada como
antileucorréica, antiespasmodica, estomaquica, antipirética, contra dores de
cabeca, enxaqueca, artrite, diarréia, perturbacdes gastricas e insénia. Entre as
muitas atividades terapéuticas de T. parthenium cita-se, ainda, a inibicdo
irreversivel da contracdo muscular, efeitos anti-secretérios de algumas células,
como leucdcitos e plaquetas sanglineas (BROWN et al., 1997). No final da
década de 1980 estabeleceu-se novo elo entre as propriedades antiagregantes
do extrato de T. parthenium e a presenca nestes de lactonas sesquiterpénicas
contendo grupos a-metil- g-butirolactona (BEGLEY et al., 1989).

A artemisia (T. parthenium) produz cerca de trinta lactonas
sesquiterpénicas, sendo o partenolideo, identificado em 1982 no extrato da
parte aérea dessas plantas, a lactona sesquiterpénica predominante nessas
plantas (BOHLMANN e ZDERO, 1982; DOLMAN et al., 1992; KERY et al.,
1993). Além disso, apesar desse composto ser encontrado também em outras

plantas, é considerado o constituinte caracteristico de T. parthenium. No
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tratamento da enxaqueca, por exemplo, a dosagem comum de partenolideo
nos fitotergpicos € 0,2%. O extrato da parte aérea dessa planta contém, ainda,
canfora e acetato de chrisantenila, os quais sdo citados como o0s principais
constituintes do dleo essencial de T. parthenium (BEGLEY et al., 1989; REY et
al., 1992; HENDRIKS et al., 1996; HEWLETT et al., 1996; BROWN et al.,
1997).

Estudos com células sangliineas e plaquetas tém indicado o partenolideo
como o principal componente farmacologicamente ativo dessas plantas. O
espectro de atividades bioldgicas do partenolideo é bastante amplo e inclui
propriedades citotoxicas, antibacterianas e antifingicas, além da atividade anti-
inflamatéria e anti-reumatica. (CASTANEDA-ACOSTA et al., 1995). O uso
terapéutico dessa planta, particularmente contra enxaqgueca e artrite, tem sido
popularizado em tal extensdo, que Vvarios tipos de preparacdes comerciais dela
obtidas, inclusive folhas desidratadas e moidas, estdo a venda em muitas
farmacias e lojas de produtos naturais, em varias partes do mundo. S&o
correntemente utilizadas como fitoterdpicos no controle da enxaqueca e artrite
tanto preparacbes com folhas frescas, quanto com folhas secas, que estédo
mais disponiveis comercialmente (DOLMAN et al., 1992; WILLIAMS et al.,
1995). O mecanismo de acdo dessa substancia esta sendo muito estudado
(WEBER et al., 1997).

O efeito negativo mais associado ao uso dessa espécie € a ocorréncia de
ulceracbes na boca, 0 que na Homeopatia considera-se como indicativo na
cura pelo principio que "semelhante cura semelhante”. Devido ao insuficiente
conhecimento de sua toxicidade cronica e aguda, as ulceragbes na boca, as
dores abdominais e a insuficiéncia de dados relativos a teratogenicidade ou
mutagenicidade causadas pelas lactonas, e ao risco de alergias em pacientes
sensiveis, € necessario precaucdo na sua utilizacdo (BERRY, 1984;
FIGUEIREDO, 1998). As substancias consideradas principais responsaveis
pela toxicidade e dermatites de contato sdo, também, as lactonas
(CASTANEDA-ACOSTA et al., 1995).

O estudo do crescimento é a quantificagdo das mudancas irreversiveis
com o tempo, que implicam em alteracbes nas dimensdes e, freqliientemente
na forma das plantas (HUNT, 1989). O crescimento pode ser quantificado de

varias maneiras. Em alguns casos, a determinacdo da altura € suficiente, mas
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as vezes, maiores informacfes sdo necessarias, como, por exemplo,
dimensdes das folhas (comprimento, largura, area), massa da massa seca
total, ou de o6rgdos individuais, como raizes, caule, folhas e frutos
(MAGALHAES, 1985). Como as folhas e inflorescéncias de T. parthenium sdo
0s Orgaos mais utilizados, segundo varios autores, com fim medicinal,
determinacdes do numero de folhas e da area foliar sdo fundamentais na
avaliacao do crescimento dessa planta.

Os objetivos desse estudo foram (1) avaliar o crescimento das plantas de
T. parthenium; (2) caracterizar as plantas quanto a aspectos da fisiologia e
anatomia foliar; (3) determinar o teor de partenolideo na parte aérea durante o

crescimento.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Plantas

Plantas de Tanacetum parthenium (L.) Schultz.-Bip, foram obtidas de
sementes cedidas pelo Grupo Entre Folhas Universidade Federal de Vicosa,
Vicosa, MG). A semeadura foi realizada em bandejas de isopor, preenchidas
com terra/areia, na proporcdo 2:1, respectivamente, no dia 27 de marco de
1999. Apl6s dois meses, plantas com aproximadamente 0,12 m de altura e
cerca de 16 folhas foram transplantadas em vasos de dez litros, preenchidos
com substrato constituido por terra: areia: esterco bovino curtido, na proporcéo
3:2:1.

2.2. Instalacdo do Experimento e Analise Estatistica

O experimento foi conduzido a pleno sol em area do Departamento de
Fitotecnia, na Universidade Federal de Vicosa (UFV, Vigosa), no periodo de
maio a setembro de 1999. O nivel de irradidncia que alcancava as plantas,
medido durante o experimento em trés horarios (8:30, 12:00 e 16:00 horas), por
meio de radiémetro, foi 142, 730 e 338 nmol de fétons m? s, respectivamente
em cada horério. No Quadro 1 constam as condicdes ambientais ocorrentes

durante o periodo experimental e na Figura 1 € mostrada a evolucdo do



comprimento do dia em Vigosa (20° 45' S). Verifica-se que o fotoperiodo

natural em Vigcosa (MG) estd compreendido entre 10h e 45 minutos e 13h e 15

minutos, valores ocorrentes nos meses de junho e dezembro, respectivamente.

Quadro 1. Médias mensais dos dados meteorolégicos de Vigosa, MG

Dados Meses

Meteorolégicos Margo Abril Maio Junho Julho Agosto  Setembro
Temp. média 22,10 20,58 17,20 16,56 17,02 16,10 19,31
do ar (°C)
Temp. maxima do 28,52 27,76 25,35 24,54 24,38 25,91 27,06
ar (°C)
Temp. minima 17,86 16,14 11,67 11,53 12,41 8,95 12,79
do ar (°C)

Umidade relativa 84,26 82,26 80,23 82,78 81,79 71,84 67,04
média (%)
Velocidade média 1,46 0,98 1,15 0,89 0,96 0,91 1,73
do vento (m/s)

Precipitacédo total 273,7 36,5 2,0 13,2 4,2 0,0 50,7
(mm)

Evaporacéo 2,55 2,48 3,09 2,70 2,62 4,02 5,19
meédia (mm)

Insolagcdo média 6,72 7,05 8,12 5,22 5,65 7.9 6,7

(h)

Fonte: Distrito Meteorol6gico de Vigosa (MG)

Comprimanto do Dig, Hora

-I|r|I|i||||||II

Jan Fev Mmar abr mai oun Jlh ago set out Nov Dez

Mesas

Figura 1. Evolugcéo do comprimento do dia em Vicosa, MG.



As variaveis cuja determinacdo rdo requeria colheita da planta ou de
parte dela foram analisadas considerando-se sete tratamentos 30, 60, 75, 90,
105, 120 e 135 dias). As demais variaveis tiveram seis tratamentos (60, 75, 90,
105, 120 e 135 dias). O experimento foi instalado no delineamento em blocos
ao acaso, com seis tratamentos e quatro repeticdes. A unidade experimental
constituiu-se de vasos de dez litros, com uma planta por vaso. Os dados foram
submetidos a analise de variancia e de regressdo. Os modelos foram
escolhidos baseando-se na significancia dos coeficientes de regresséao, por
meio do teste de t, a 5% de probabilidade, no coeficiente de determinacéo e no

fendbmeno em estudo.

2.3. Crescimento

Acompanhou-se o crescimento e desenvolvimento das plantas do dia 27
de maio a 8 de outubro de 1999, por meio de medi¢cdes da altura, nimero de
folhas, comprimento e largura da folha maior e da folha com dimensbes
médias, massa fresca e seca da parte aérea. A altura das plantas, o
comprimento e a largura da folha maior e da média foram medidas, em cada
época, por meio de régua milimetrada. O numero de folhas em cada planta,
incluindo as folhas em inicio de expansdo, com cerca de 3,0 cm de
comprimento, e as folhas em inicio de senescéncia; ou seja antes da abscisédo
foram contados. Em cada época de colheita, estimou-se, ainda, a area da folha
maior, da folha com dimensGes médias e da éarea foliar total de cada planta.
Como o 6rgédo da planta mais indicado com fins medicinais, segundo MARTINS
et al. (1995), é a folha considerou-se interessante determinar ndo s6 o nimero
de folhas e éarea foliar total de cada planta, mas também a area da folha maior
e da folha de dimensdes médias.

Na determinacdo da area foliar foi utilizado procedimento similar ao
adotado por FIGUEIREDO (1998), em plantas de T. parthenium. Determinou-se
0 comprimento e maior largura das laminas foliares maior e de dimenséo
média, por meio de régua milimetrada, e a area destas mesmas laminas por
meio do medidor de é&rea foliar portétil Licor, modelo 3000. Esse mesmo
procedimento foi repetido por mais trés vezes com plantas em outros estadios
de desenvolvimento. Esses dados foram, entdo, submetidos a analise de

regressao multipla visando estimar a equagcao que mais se ajustava aos dados:
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Y= 4,46065 + 1,15393C - 0,0241692C? - 5,03714L + 0,701271L% + 0,192815CL,
cujo coeficiente de determinacdo foi r* = 0,9169. Posteriormente, em cada
época de colheita, foi possivel estimar a area das folhas maior e de dimenséo
média sem retira-las das plantas, procedendo-se apenas medidas de
comprimento (C) e largura (L) maximas dessas laminas foliares, por meio da
equacao obtida anteriormente. A area foliar total foi, em seguida, estimada pelo
produto da area foliar média de cada planta pelo numero de folhas.

As colheitas foram realizadas manualmente, cortando-se o caule rente ao
solo com tesoura de poda, sempre no horario compreendido entre 17:00 e
18:00 horas. O numero de folhas e as medicdes de altura e de area foliar foram
feitas a partir de 30 dias apos o transplante. A primeira colheita, no entanto, foi
realizada apenas 60 dias ap0s o transplante em vasos, e as colheitas seguintes
foram quinzenais. As épocas de colheita foram determinadas com base nos
resultados de HENDRIKS et al. (1997) e de FIGUEIREDO (1998) com plantas
de T. parthenium. As plantas coletadas em cada época foram acondicionadas
em sacos de papel Kraft e levadas a sala de secagem do Grupo Entre Folhas,
onde permaneceram espalhadas em bandejas, a temperatura ambiente e
umidade controlada em 50%, por meio de desumidificador. Apos cerca de vinte
dias determinou-se, em balanca analitica, a massa dessas plantas, que foi
denominada de massa seca da parte aérea. Posteriormente, as plantas foram
embaladas em sacos de polipropileno e armazenadas em " freezer " a - 40 °C,
com o fim de preservar o principio ativo de possiveis contaminac¢des fungicas,
até sua utilizacdo na extracdo de partenolideo, aproximadamente cinco meses

depois.

2.4. Extracdo e Determinacado de Acgucares

O teor de acucares soluveis e de amido foi estimado a partir de amostras
das folhas expandidas do 2° e 3° nd, a partir do apice, em todas as épocas de
colheita. As amostras de folhas frescas foram congeladas com nitrogénio
liquido, acondicionadas em sacos de polipropileno e armazenadas em "freezer"
a - 40 °C até sua utilizacdo na extracédo dos acucares.

O extrato destinado a determinacdo de acguUcares solUveis totais e de

redutores foi obtido da maceracdo de 300 mg de amostra foliar, em almofariz e
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pistilo, utilizando-se etanol aquoso 80% vlv, fervente. O macerado obtido foi
centrifugado a 3000 g, durante 10 minutos, sendo o precipitado ressuspendido
e centrifugado por mais duas vezes. O volume final foi ajustado em 25 mL, com
etanol aquoso 80% v/v. Desse extrato etandlico, uma aliquota de 10 mL foi
colocada em funil de separacdo com igual volume de cloroformio. Apos
agitacdo e cinco minutos de repouso, a fase aquosa (etanol-agua) foi coletada,
e a fase cloroférmica foi submetida a lavagens sucessivas com 1 mL de agua
destilada, sendo estas fases aquosas combinadas com a anterior. O extrato
aquoso combinado foi evaporado em evaporador rotativo a vacuo, a 45 °C.
Apo6s a evaporacgdo, o residuo foi ressuspendido em 3 mL de agua destilada e
reservado para posterior determinacao do teor de acgucares solluveis totais.

A determinacdo do teor de agucares sollUveis totais foi, entdo, realizada,
colocando-se aliquotas desse extrato e de agua destilada, em tubos testes, em
banho de gelo, e posteriormente adicionando 5 mL do reativo de antrona (0,1 g
de antrona em 100 mL de acido sulftrico 28N). Apés agitacao e dez minutos de
banho maria (100 °C) resfriou-se o0s tubos e efetuou-se as leituras das
amostras em espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 620 hm (HODGE
e HODFREITER, 1962, GOMES, 2000). O teor de acgucares redutores foi
determinado conforme metodologia descrita por NELSON (1944) e SOMOGY
(1952) e os acucares rao redutores foram estimados por meio da diferenca
entre 0 teor de acglUcares sollveis totais e de acucares sollveis redutores
(GOMES, 2000).

Na extracdo de amido foi utilizado o residuo proveniente da extracao de
acucares soluveis totais, ressuspendido em 5,75 mL de acido perclérico a 30%
e mantido em repouso por 30 minutos, com agitacdes ocasionais. A suspensao
foi, entdo, centrifugada a 3000 g durante dez minutos. Esse procedimento foi
repetido por mais duas vezes, sendo o0 precipitado descartado e o0s
sobrenadantes combinados. O volume final foi ajustado, com agua destilada,
em 50 mL. A determinacdo do teor de amido foi feita em aliquota do extrato,
por meio da reacdo com antrona (McCREADY et al., 1950, citado por GOMES,
2000).
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2.5 Extracédo e Determinacao de Partenolideo

O partenolideo (Figura 2), principio ativo mais caracteristico dessas
plantas, foi extraido da parte aérea das plantas (folhas, botdes florais e
inflorescéncias), de acordo com método descrito por BROWN et al. (1997;
1999), com adaptacdes. Hastes ou ramos mais espessos das plantas foram
removidos, a fim de facilitar a moagem, e folhas e inflorescéncias foram moidas
em moinho mecanico e utilizadas na extragcdo. Amostras de 200 mg da parte
aérea das plantas foram homogeneizadas em 16 mL de cloroférmio e em
seguida, submetidas a "banho maria" com ultrassom por 15 minutos.
Posteriormente, esse extrato foi filtrado em funil de vidro com papel filtro
Whatmann n° 1. O filtrado foi, entdo, levado ao evaporador rotativo a 38 °C,
visando eliminacdo completa do solvente. Apds pesagem do residuo sélido,
este foi ressuspendido em cloroférmio e acondicionado em frascos com tampa
rosqueavel, onde foi deixado por cerca de 12 a 15 horas, a temperatura
ambiente, até completa evaporacdo do solvente. As condicdes de
determinacdo do teor de partenolideo em cada amostra foram similares as
descritas por HENDRIKS et al. (1997).

Figura 2. Estrutura do partenolideo, principal principio ativo das plantas de
Tanacetum parthenium.

Os extratos foram analisados por cromatografia gasosa, utilizando-se
aparelho Shimadzu, modelo GC - 17A, equipado com detector de ionizacao de
chama, acoplado a registrador e integrador C-R6A Cromatopac. A coluna
utilizada foi a capilar SBP-5 (Supelco), com 30 cm de comprimento por 0,25

mm de diametro interno, e filme com espessura de 0,25 mm. O gas carreador
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foi o nitrogénio. As temperaturas utilizadas no injetor (270 °C) e no detector
(300 °C) foram definidas durante os testes preliminares. A temperatura da
coluna durante a extracdo aumentou de 220 a 250 °C, com isoterma de dez
minutos em 250 °C.

As amostras do extrato foram precisamente pesadas (cerca de 10 mg) e
diluidas em 10 mL de cloroférmio, sendo injetado 1 niL do extrato no
cromatodgrafo. Essas aliquotas (1 nlL) do extrato total foram analisadas para a
quantificacdo do teor de partenolideo, por referéncia com curva padrdo. Esta
foi construida utilizando-se dados de njecdes de 50 a 250 ppm do padréo
comercial de partenolideo, dissolvido em cloroférmio.

O teor de partenolideo nas amostras foi expresso de duas formas: (1) teor

de partenolideo por planta individual, em relacdo a massa seca da parte aérea
(em miligrama) e (2) teor de partenolideo em 100 gramas de massa seca

(porcentagem).

2.6 Estudo Anatémico

Durante as colheitas da parte aérea das plantas retirou-se se¢des foliares,
com aproximadamente 5 mm, de cada planta, para a montagem de laminas
permanentes com cortes transversais e secdes foliares com cerca de 1 cm?
destinadas a diafanizacéao.

As secles foliares menores foram feitas, procurando-se evitar a regiao
das nervuras, a partir das folhas expandidas do segundo ou terceiro par a partir
do apice. Imediatamente apds a secdo das folhas, as amostras foram fixadas
em solucédo de formol - acido acético - etanol aquoso 50% v/v, (FAA) 50% viv
na proporcao 1:1:9 v/v, submetidas a vacuo a fim de facilitar a infiltracdo do
fixador JOHANSEN, 1940). Apo6s 24 horas, a solucdo de FAA foi retirada, as
amostras foram lavadas e iniciou-se, no Laboratério de Anatomia Vegetal do
Departamento de Biologia Vegetal, a etapa de desidratacéo etilica progressiva
a partir da solucdo aquosa de etanol 70% v/v. Na etapa seguinte, as amostras
foram submetidas a inclusdo em historresina (Technovit 100, da Khulzer). As
secoes foliares foram, entdo, colocadas primeiro numa mistura de etanol 95%
viv e resina (solucdo de infiltracdo Technovit 100, da Khulzer), onde
permaneceu por quatro horas. Em seguida foram colocadas em solucéo de
infiltrac&o pura por 24 horas, e finalmente em solugcédo de inclusao (15 mL da
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solucdo de infiltracdo e 1 mL do endurecedor, Technovit 100, da Khulzer).
Posteriormente essas amostras foram emblocadas em moldes plasticos e
colocadas em estufa a 50 °C até ocorrer a polimerizagcdo da mistura. Nos
blocos, assim obtidos, foram feitos cortes transversais de 7 mm de espessura
por meio de micrétomo rotativo (LEICA, 2045, da Multicult), os quais foram
distendidos em laminas de vidro. Em seguida, os cortes, foram coloridos com
azul de toluidina, e montados entre lamina e laminula com balsamo do Canada
(BERLYN e MIKSCHE, 1976).

Nessas laminas foram feitas medicdes da espessura da lamina foliar, das
epidermes, do parénquima palicadico, do parénquima lacunoso e das células
epidérmicas, com o auxilio de ocular de tambor micrométrico em dez campos
microscopicos de cada amostra em estudo. A observacdo e documentagéo
foram feitas em fotomicroscopio Olympus, modelo AX70, equipado com
sistema fotografico U-photo, no Laboratério de Anatomia vegetal.

As amostras foliares destinadas a diafanizacéo foram fixadas em solucéo
aguosa de etanol 50% v/v, onde permaneceram por uma semana, quando
foram submetidas a hidratacdo com solu¢cdes aquosas de etanol, a partir de
etanol aquoso 50% v/v até agua. Em seguida, foram colocadas primeiro em
solucdo de hidroxido de sodio (NaOH) 10% v/v, por cerca de duas horas,
depois em peroxido de hidrogénio (H»02) 20% v/v, por cerca de trés horas, e
por ultimo em solugéo de cloral hidratado (CCLCHO xH,0) 10% v/v, por cerca
de uma hora. Os segmentos, antes de serem colocados nessas solucoes,
foram lavados exaustivamente com &gua destilada, eliminando-se, assim,
residuos da solucdo anterior. Posteriormente, iniciou-se a desidratacdo com
solugbes aquosas de etanol, de etanol 30% v/v até etanol 50% v/v, quando foi
submetido a coloracdo com fucsina acida e azul de Astra (JOHANSEN, 1940).
Em seguida, continuou-se a desidratacdo com solugdes aquosas de etanol,
com etanol/agua 90 e 100% v/v e solucdes de etanol 100% com xilol, nas
proporcdes de 3:1, 1:1 e 1:3, e com solucao de xilol puro. Posteriormente, as
secbes foram, entdo, montadas em laminas permanentes com balsamo do
Canada. Nas laminas diafanizadas identificou-se o0s tricomas presentes e

estimou-se a densidade de tricomas tectores e glandulares.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Crescimento e desenvolvimento

Durante as fases iniciais de crescimento das plantas de Tanacetum
parthenium, Figura 3 (a-b), muitas folhas se formaram. Segundo HENDRIKS et
al. (1997), essa fase ocorre até que as plantas alcancem cerca de 15-20 cm de
altura. Até este ponto, atingido no final do més de junho, 30 dias apds o
transplante em vasos, todas as folhas surgiam a partir do ponto basal comum.
Em seguida, cerca de 60 dias apds o transplante, longas hastes e ramos
laterais desenvolveram-se, propiciando a formacdo de novas folhas e
modificando o aspecto geral da planta, Figura 3 (b). Com a emisséao das hastes
e ramos laterais, a dimenséo das folhas diminuiu, mas as plantas continuaram
a crescer em altura. Posteriormente, aproximadamente 90 dias ap6és o
transplante em vasos, no final do més de agosto, quando o fotoperiodo de
Vigcosa comegou a aumentar, desenvolveram-se botdes florais nas
extremidades dessas hastes, e 135 dias apds o transplante cada planta tinha,

em média, 45 inflorescéncias, Figura 3 (c).

Figura 3. Plantas de Tanacetum parthenium crescidas a pleno sol, em Vigosa,
MG, em vasos de 10 L, de maio a outubro de 1999, em trés fases do
desenvolvimento: (a) inicio do crescimento vegetativo, (b) em pleno
crescimento vegetativo e (c) em pleno desenvolvimento reprodutivo.
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As variaveis altura das plantas, Figura 4 (a), massa fresca da parte aérea,
Figura 4 (b), e numero de folhas, Figura 5 (a), tiveram comportamento linear de
maio a outubro de 1999. A partir disso, sugere-se que as plantas quando da
Ultima colheita continuavam em crescimento. FIGUEIREDO (1998) obteve
resultados similiares, com plantas de Tanacetum parthenium crescidas em

canteiros, de abril a agosto de 1997.
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Figura 4 Estimativas da (a) altura e da (b) massa fresca da parte aérea das
plantas de Tanacetum parthenium crescidas a pleno sol, de maio a
outubro de 1999, em Vicosa, MG, em funcdo dos dias (D) apds o
transplante em vasos de 10 L.
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18



A variavel area foliar total por planta, Figura 5 (b), teve comportamento
quadratico. A éarea foliar total por planta, estimada com base no numero de
folnas e na area das folhas maior e de dimensdo média, teve maior
crescimento até o 60° dia ap0s o transplante em vasos, quando hastes e ramos
laterais desenvolveram-se. A reducdo nos valores da variavel area foliar total
por planta, verificada no final do periodo de crescimento monitorado, Figura 3
(c) e 5 (b), ocorreu tanto devido a queda das folhas senescentes, quanto
devido a reducéo nas dimensdes das folhas, uma vez que esses valores foram
estimados a partir do nimero de folhas e da area da folha maior e da folha de
dimensdes médias. Nessas plantas, as folhas maiores sdo as mais velhas,
formadas antes da emisséo das hastes ou caules e localizam-se na parte
inferior das plantas. Assim, estas sdo as primeiras a senescer, e as novas
folhas formadas ap6s emisséo das hastes sdo bem menores, Figura 3 (c). A
area da folha maior, Figura 6 (a), e da folha com dimensdes médias, Figura 6
(b), tiveram comportamento cubico. Ambas foram maiores antes da emissao do
caule ou haste principal.

As varidveis teor de agucares solluveis totais, Figura 7 (a), de amido,
Figura 7 (b), e de acucares nao redutores, Figura 8 (b), tiveram comportamento
quadrdtico, enquanto a varidvel teor de aclcares redutores teve
comportamento linear, Figura 8 (a). O teor maximo de acgUcares solluveis totais
ocorreu cerca de 116 dias ap0s o transplante em vasos, quando os primeiros
botbes florais se desenvolveram, os quais provavelmente sdo 0s principais
responsaveis pelo decréscimo observado em seguida. Segundo DICKSON
(1991), a forca do dreno €, provavelmente, o principal fator controlador da
distribuicdo de fotoassimilados dentro da planta. No estado vegetativo as folhas
em expansdo séo fortes drenos. O desenvolvimento dos botbes florais, no
inicio da fase reprodutiva, e o inicio da senescéncia foliar provavelmente
alteraram a relacdo fonte-dreno, e o0s botdes tornaram-se o0s drenos
preferenciais. O maior teor de amido nas folhas expandidas do 2 e 3° nd,
ocorreu, por sua vez, 105 dias apOs o transplante, quando as plantas ja
estavam na fase reprodutiva.

O teor de acucares redutores nas folhas expandidas diminuiu com o
tempo apods o transplante em vasos, Figura 8 (a), enquanto o teor de acUcares
nao redutores, Figura 8 (b) aumentou até atingir seu ponto maximo. Esses
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dados indicam que os agucares redutores, como a glicose, foram convertidos

em nao redutores, as formas transportaveis de fotoassimilados.
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20



200 N *% *k a
Y=-384,64 + 10,50 D - 0,05 D?
1754 ’=0,59

150 - ¢

125 - °

100 -
75 -
50 -
25 -

O T T T T T 1
0 60 75 90 105 120 135

Agucares soluveis (mg/ g MF)

90 - b
Y=-292,228 + 6,856 D - 0,032°D°> @

751 r’=0.80
60 -
45 -

30 - 1

Amido (mg/ g MF)
[

15

O | T T T T 1
0 60 75 90 105 120 135

Dias apos transplante em vasos

Figura 7. Estimativa do (a) teor de agUcares sollveis totais e de (b) amido, em
miligrama por grama de matéria fresca (MF) nas plantas de
Tanacetum parthenium crescidas a pleno sol, em Vigcosa, MG, em

funcdo dos dias (D) apoés transplante em vasos de 10 L, de maio a
outubro de 1999.

21



70 -

60 -
Y=64,21-0,34"D
50 + r’= 0,84

40 -
o9
30 A PY

(mg/ g MF)

20 -

AcuUcares redutores

10 - °

O T T T T T 1
0 60 75 90 105 120 135

150 1 y=.435,87 + 10,686 D - 0,05 D’ b
r’= 0,64
125 - ®

dutores

100 ~

~

75

(mg/ g MF)

50 ~

ucares nao re

a

25

Ag

0 | T T T T 1
60 75 90 105 120 135

Dias ap0s transplante em vasos

Figura 8. Estimativa do (a) teor de acucares sollveis redutores e (b) nédo
redutores, em miligrama por grama de matéria fresca (MF) nas
plantas de Tanacetum parthenium crescidas a pleno sol, de maio a
outubro de 1999, em Vicosa, MG, em funcédo dos dias (D) ap0s
transplante em vasos de 10 L.

22



3.2 Anatomia foliar

Cortes transversais aos foliolos terminais de T. parthenium, Figura 9 (a,
€), mostram a simetria dorsiventral, com epiderme uniestratificada, em ambas
as faces, uma a duas camadas de parénquima palicadico e quatro a cinco
camadas de parénquima lacunoso formando o mesofilo. A espessura da lamina
foliar total e dos tecidos constituintes aumentou pouco durante o crescimento e
desenvolvimento (Quadro 2). A epiderme superior ou adaxial € pouco mais
espessa do que a inferior ou abaxial. O tecido que ocupa mais espaco € o
paréngquima lacunoso, preenchendo a maior parte do mesofilo (Quadro 2). A
espessura total da lamina foliar e dos seus tecidos constituintes aumentou com

o tempo, em dias (Quadro 2).

Figura 9. Fotomicrografia de regido do foliolo terminal das folhas das plantas de
Tanacetum parthenium, em corte transversal (a) e (c) e em
paradérmico (b), crescidas a pleno sol, de maio a outubro de 1999,
em Vicosa, MG, em vasos, mostrando epiderme abaxial (Eab),
adaxial (Ead), células do parénquima lacunoso (L), palicadico (P),
estbmatos (S), e tricomas peltados (TP) e capitados (TC);
barra=50nm.
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A epiderme, € constituida por células tabulares, em corte transversal,
Figura 9 (a, ¢), mas com aspecto irregular, em corte paradérmico, Figura 9 (b).
A dimensédo das células epidérmicas da superficie adaxial € pouco maior do
que nas células da face abaxial, Figura 9 (a, c), caracteristica muito comum
entre as angiospermas. Estdmatos anomociticos, Figura 9 (b), ocorrem em
ambas as faces da epiderme. Eles ocorrem pouco acima do nivel das células
epidérmicas comuns, Figura 9 (c), caracteristica também observada por SILVA
(2000) em Hyptis suaveolens e H. glomerata. Estas duas espécies, citadas por
SILVA (2000), & semelhanca de T. parthenium, tém muitos tricomas revestindo
a epiderme, em ambas as faces. Os tricomas, segundo BUVAT (1989) podem
ser de dois tipos: "protetores”, sem células secretoras, e "glandulares" com

células secretoras.

Quadro 2. Médias e desvios padréo da espessura total da lamina foliar (EST),
das epiderme adaxial (ESED), e abaxial (ESEB), e dos parénquimas
palicadico (ESPP) e lacunoso (ESPL), em micrométros (nm) das
plantas de Tanacetum parthenium, em funcéo do tempo, em dias
apos transplante em vasos

Tempo Espessura (hm)

(dias apos

transplante) EST ESED ESEB ESPP ESPL
60 1,61+0,06 0,167+0,012 0,163+0,021 0,543+0,023 0,863 +0,012
75 1,83+0,06  0,157+0,012 0,157+0,015 0,647+0,131 0,887 £0,075
90 1,96+0,11  0,163+0,015 0,150+0,02 0,607 +0,072 1,117 +0,122
105 2,05+0,07 0,170+0,017 0,160+0,017 0,647 £0,075 1,207 +0,075
120 2,15+0,05 0,167+0,012 0,157+0,021 0,813 +0,108 1,173 0,093
135 2,23+0,09 0,163+0,006 0,147+0,012 0,870 £0,035 1,203 = 0,006

Os tricomas secretores ou "glandulares” dessas plantas sdo peltados,

Figuras 9 (c) e 10 (a, b), ou capitados, Figura 9 (c), predominando, no entanto,
os peltados. Os tricomas peltados, com aspecto globoso em corte transversal,
Figura 10 (a),
caracteristica também observada por ASCENSAO et al. (1995), em Leonotis

ocorrem em regides epidérmicas onde ha depressdes,
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leonorus, por CASTRO (1998), em Leonorus sibiricus e por SILVA (2000), em
Hyptis glomerata e H. suaveolens. O partenolideo, o principio ativo
caracteristico das plantas de T. parthenium, acumula-se nessas estruturas,
segundo BROWN et al. (1997), nas superficies aéreas da planta. Nas espécies
do género Artemisia, também da familia Asteraceae, as lactonas
sesquiterpénicas, segundo DUKE e PAUL (1993), também localizam-se em
tricomas glandulares desse tipo, no espaco subcuticular das células da cabeca
do tricoma. Segundo FAHN (1988), tricomas glandulares ocorrem em muitas
familias, como Labiatae, Asteraceae, Geraniaceae, Solanaceae e
Cannabiaceae. Nas Asteraceae sao, em geral, multicelulares e bisseriados,
podendo ser pedunculados ou sésseis.

Segundo ASCENSAO et al. (1995), esses tricomas sdo estruturados de
modo a se romperem mais facilmente com a acao de fatores externos, como
ventos, altas temperaturas, baixa umidade relativa e acdes por parte de
animais, liberando seu conteudo ao meio. Em geral, eles produzem além de
substancias lipofilicas, polissacarideos e até mesmo proteinas (FAHN, 1988),
compostos com processos de biossintese e estruturas de acumulo de alto
custo energético. A localizacdo desses tricomas, nas plantas de T. parthenium,
em depressdes da epiderme, Figura 9 (c), confere certa protecdo a eles,

impedindo maiores perdas dos seus produtos.

Figura 10. Fotomicrografia do tricoma glandular peltado (TP) das plantas de
Tanacetum parthenium, crescidas a pleno sol, de maio a outubro de
1999, em vasos, mostrando aspecto geral em (@) corte transversal;
barra = 25nm e em (b) corte paradérmico; barra = 25nm.
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Os tricomas "protetores” ou tectores, abundantes em T. parthenium,
Figura 11, sdo multicelulares, constituidos por uma fileira de cerca de quatro
células, de aspecto citologico semelhante ao das células epidérmicas comuns.
Eles ocorrem como projecdes a partir da epiderme, Figura 11, recobrindo a
face adaxial e abaxial, particularmente regibes préximas as nervuras, Figura 11
(b) e aos estdmatos. Segundo BUVAT (1989) a presenca desses tricomas esta
relacionada a protecao das regides meristematicas ou protecdo contra a aridez
do ambiente externo, propiciando um ambiente relativamente constante. As
funcbes atribuidas aos tricomas tém sido discutidas por véarios autores. A
maioria acredita que a presenca de tricomas em folhas e caules jovens
relaciona-se mais com adaptacdo a condicbes aridas, por interferirem no
processo da transpiracéo (FAHN, 1986).

Figura 11. Fotomicrografia de tricoma tector (TT) das plantas de Tanacetum
parthenium crescidas em pleno sol, de maio a outubro de 1999,
em vasos, mostrando o aspecto geral em (a) corte transversal;
barra = 25mm e (b) inteiro, numa lamina de diafanizacao;
barra=25mm.

3.3. Teor de partenolideo

O partenolideo foi detectado no cromatograma com tempo de retencao de
7,5 minutos (Figura 12). A porcentagem de partenolideo nos tecidos de T.
parthenium n&o diferiu significativamente entre as épocas de colheita, apesar
de terem sido verificadas médias pouco maiores nos estadios iniciais do
desenvolvimento das plantas, Figura 13.
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O teor de partenolideo por planta individual variou em funcdo do tempo,
em dias, ap0s o transplante em vasos: aumentou de 307 (aos 60 dias) a 514
mg por planta (aos 135 dias apos transplante em vasos), tendo aos 120 dias

apos transplante cerca de 1042 mg/planta, Figura 14.
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Figura 12. Cromatograma do extrato cloroférmico da parte aérea das plantas
de Tanacetum parthenium, crescidas de maio a outubro de 1999,
em vasos, a pleno sol, em Vicosa, MG. (Coluna com fase
estacionaria SBP-5).
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Figura 13. Estimativa da porcentagem de partenolideo na parte aérea das
plantas de Tanacetum parthenium, crescidas a pleno sol, em vasos,
de maio a outubro de 1999, em Vigosa, MG. Os pontos
representam as médias das observacoes reais.
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Segundo HENDRIKS et al. (1997) o teor de partenolideo por planta de T.
parthenium aumenta durante o desenvolvimento das plantas. Esse
comportamento decorre primeiro do partenolideo nao ocorrer apenas nas
folhas, mas também nas inflorescéncias, apesar de ocorrer em menor
concentracdo, e segundo porgue com o desenvolvimento das plantas aumenta
também o numero de folhas por planta. Segundo CASTRO (1998), e SILVA
(2000), a menor relacédo superficie/ volume dos caules e a presenca de maior
namero de tecidos lignificados nesse 6rgao provavelmente indicam que a
presenca protetora de terpendides seja menos necesséria, uma vez que 0S

herbivoros tém geralmente, preferéncia por tecidos mais tenros.

2500 1
) Y= 6032,51 - 204,49 D + 2,32 D* - 0,008 D*
2000 ~ = 0,57
=1
Es) i
£ 1500
3
S 1000 d
o
c
)
S 500 -
o
O T T T T T T T T 1
0 60 75 90 105 120 135

Dias apds transplante em vasos

Figura 14. Estimativa do teor de partenolideo, em relacdo a massa seca da
parte aérea, das plantas de Tanacetum parthenium, crescidas a
pleno sol, em vasos de maio a outubro de 1999, em Vicosa, MG.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

Plantas de Tanacetum parthenium, obtidas de sementes, crescidas em
vasos de 10 L, a pleno sol tiveram aumento linear na altura, ro numero de
folhas e no acumulo de massa fresca na parte aérea das plantas em funcéo do
tempo apds o transplante em vasos, de maio a outubro de 1999. A area da
maior folha, da folha com dimensdées médias e a area foliar total por planta
diminuiu apos a formacdo das hastes ou ramos. O teor de agUcares soluveis e
de amido nas folhas expandidas do terco superior das plantas foi maior apés
emissao dos primeiros botdes florais

Tricomas glandulares do tipo peltado, que produzem e acumulam o
partenolideo, o principio ativo mais importante nessas plantas, juntamente com
tricomas glandulares capitados e tricomas nao glandulares, ou tectores,
revestem ambas as faces da epiderme. Nas epidermes ocorrem ainda
estdmatos anomociticos, que localizam-se em depressfes. O mesofilo é
constituido por uma camada de parénquima palicadico, junto a face adaxial, e 4
a 5 camadas de parénquima lacunoso.

O teor de partenolideo por planta aumentou com o tempo, sendo maior
aos 120 dias apods transplante em vasos. No entanto, a porcentagem de
partenolideo foi maior nos estadios iniciais do desenvolvimento, quando a

massa seca constituia-se predominantemente de folhas.
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CAPITULO 2

EFEITO DA DISPONIBILIDADE DE AGUA NO SOLO SOBRE O
CRESCIMENTO, ANATOMIA FOLIAR E TEOR DE PROLINA, DE
CLOROFILA E DE PARTENOLIDEO EM ARTEMISIA

1. INTRODUCAO

As condicbes ambientais alteram-se de modo regular e previsivel em
ciclos diarios e sazonais. Assim, raramente € Otimo ao crescimento das
plantas, tanto nas regides naturais quanto nas agricolas (CHAPIN I, 1991).
Modificacbes altamente imprevisiveis sdo impostas nesse padrdo regular, por
causa das mudancas no clima e na disponibilidade de nutrientes. Como as
plantas estdo enraizadas no solo, a resposta a extremos de temperatura, baixa
disponibilidade de &agua e de nutrientes minerais, e luz insuficiente ou
excessiva ndo inclui o escape fisico, apenas plasticidade fenotipica
(SMIRNOFF, 1995).

A agua rapidamente esta se tornando recurso escasso em muitas areas
do mundo. Estudos recentes tém indicado que plantas de qualidade podem ser
obtidas por meio de sistemas de irrigacao reduzida (MORVANT et al., 1998). O
crescimento das plantas pode ser limitado pela deficiéncia hidrica, mas
geralmente ndo é afetado negativamente por irrigacdo excessiva, desde que o
solo seja bem drenado (CHARTZOULAKIS e DROSOQOS, 1997; SCHUCH et al.,
1998).

O solo representa o reservatério de agua das plantas. O balanco hidrico

do solo € determinado pelos elementos de ganho, como a precipitagdo, e pelos
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elementos de perda de agua, como a evaporacdo (KUDREV, 1994). A
disponibilidade de é&gua no solo depende das propriedades da planta,
propriedades do solo, e das condicdes micrometeoroldgicas. A agua disponivel
as plantas é aquela presente em condicbes de ser prontamente absorvida
pelas raizes, ou seja é o teor de agua retido pelo solo entre a capacidade de
campo e o ponto de murcha permanente (WINTER, 1988). Capacidade de
campo, por sua vez, é considerada a maxima quantidade de agua que um solo
€ capaz de reter em condicBes normais de campo. Enquanto que o ponto de
murcha permanente representa o teor de umidade do solo, no qual a planta
sofre murcha, ndo recuperando a turgescéncia das folhas, quando novamente
colocada em ambiente umido (FONTES e FONTES, 1992).

Entre os estresses ambientais, a deficiéncia hidrica destaca-se como fator
adverso ao crescimento e producdo vegetal. Quando existe caréncia de agua
nas plantas, os estdmatos tendem a se fechar. A perda de agua pode reduzir o
potencial hidrico das plantas, causando reducdo na turgescéncia, condutancia
estomatica, fotossintese e, finalmente, menores crescimento e produtividade. O
fechamento estomatico causa reducdo ndo apenas na perda de agua, mas
também na entrada de diéxido de carbono, diminuindo, assim, a taxa de
fotossintese. O acumulo de massa seca, como resultado da assimilacdo de
carbono, é maior nos tecidos targidos do que nos tecidos deficientes em agua.
Assim, insuficiente suprimento de agua limita, também, a produtividade das
plantas (KUMAR e SINGH, 1998).

A deficiéncia de umidade altera varios processos bioquimicos e
fisiologicos, e induz respostas metabdlicas e fisiol6gicas como o fechamento
estomatico, declinio na taxa de crescimento, acumulo de solutos, de
substancias antioxidantes, e expressdo de genes especificos de estresse
(STEPONKUS, 1990; SINGH-SANGWAN et al., 1994). A prolina € a molécula
mais estudada em plantas submetidas a estresses abidticos (HEUER, 1994;
MADAN et al., 1995). Ela atua no ajuste osmotico das plantas por varias
razbes, como sua caracteristica altamente hidrofilica, que permite atuar,
particularmente, como soluto compativel. Estes solutos sdo compostos que
podem se acumular em altas concentracbes no citoplasma celular, sem
interferirem com a estrutura e ou metabolismo celular. Outras fun¢des do

acumulo de prolina livre tém sido propostas, incluindo desintoxicacédo, e
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regulacdo do estado redox da célula (VERSLUES e SHARP, 1999). O ajuste
osmotico € importante mecanismo da tolerancia a seca, porque capacita a
planta a (1) continuar com a expansao celular, (2) ajustes estomaticos e
fotossintéticos e (3) otimizar o crescimento (HEUER, 1994; KUMAR e SINGH,
1998).

O efeito inibitério da deficiéncia hidrica na fotossintese € conhecido desde
0 século passado. Em principio, a inibicdo da atividade dos cloroplastos pode
estar relacionada a alteracbes nos pigmentos plastidicos, como a clorofila.
Algumas mudancas representam injdria as plantas, no entanto outras ocorrem
enquanto a planta ajusta-se fisiologicamente ao estado de menor
disponibilidade de agua. Crescimento lento e reduzido € caracteristico de
plantas adaptadas a ambientes deficientes em algum recurso ambiental
(WINTER, 1988; CHAPIN lIl, 1991; NAUTIYAL et al., 1996; SHINOZAKI et al.,
1999). Isso reflete a baixa capacidade de obter os recursos necessarios. Em
solos com deficiéncia hidrica, a possibilidade de suprimento da planta com
nutrientes é baixa ou nula, devido a inibicdo ou interrupcdo do crescimento das
raizes (KUDREV, 1994)

Tem sido relatado, que varios genes respondem a seca em nivel
transcricional. Os produtos desses genes atuariam na tolerancia e resposta ao
estresse. Provavelmente a desidratacédo dispara a producdo de acido abscisico
(AAB), substancia reguladora do crescimento, o qual por sua vez induz varios
genes. O AAB tem importante papel na resposta e tolerancia contra
desidratacdo. Genes induzidos durante situacdo estressante funcionam nao sé
na protecdo da célula contra desidratacdo, pela producdo de importantes
proteinas metabdlicas, mas também na regulacdo de genes de transducdo de
sinais na resposta a seca. Assim 0s produtos desses genes podem ser
classificados em dois grupos. O primeiro inclui fatores protéicos que
provavelmente atuam na tolerdncia ao estresse. O segundo grupo contém
fatores envolvidos na regulagédo posterior da transducdo de sinais e expressao
génica, que provavelmente atua na resposta ao estresse (SHINOZAKI et al.,
1999).

As respostas da expansdo dos tecidos e divisdo celular a estresses
ambientais tém sido bem documentadas em 6rgdos que crescem em uma

Unica direcdo e em estado de equilibrio dinamico, tais como raizes ou folhas de
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monocotiledbneas durante o alongamento. As consequéncias desses
estresses, o entanto, sdo mais complexas em folhas de dicotiledoneas, que
crescem em duas dimensdes e nas quais nenhum equilibrio dindmico pode ser
definido (GRANIER e TARDIEU, 1999).

N&o apenas as plantas sédo diretamente afetadas pelo deficiéncia hidrica,
mas potencialmente, também, 0s organismos que interagem com elas,
particularmente os parasitas. Tem sido proposto que plantas sujeitas a
deficiéncia hidrica sdo mais vulneraveis a seus parasitas ENGLISH-LOEB et
al., 1997). Desse modo, é provavel que substancias relacionadas com a funcao
de defesa quimica tenham alteracdo. Nesse sentido, as plantas medicinais, as
quais tém como principios ativos metabdlitos secundarios comumente
relacionados com defesa, merecem destaque. No entanto sabe-se ainda muito
pouco sobre o efeito de condicbes ambientes desfavoraveis sobre esses
compostos e essas plantas.

SINGH-SANGWAN et al. (1994) verificaram alguns disturbios fisiolégicos
e metabolicos na biogénese de 6leos essenciais em plantas de Cymbopogon
nardus e C. pendulus submetidas a deficiéncia hidrica por 45 ou 90 dias.
Enquanto o teor e composicao do 6leo essencial de C. pendulus ndo teve
alteracdo, em C. nardus houve alteracdo na composi¢cdo, com reducédo de
aproximadamente 20% tanto com 45, quanto com 90 dias. Esse efeito,
segundo 0os mesmos autores deveu-se em parte a alteracbes na atividade
catalitica das enzimas envolvidas na biogénese. Além disso, tem sido sugerido
que plantas estressadas tém maior densidade de glandulas produtoras de dleo,
devido a reducdo na é&rea foliar, o que resulta na alta quantidade de 6leo
acumulada (SINGH-SANGWAN et al., 1994).

Detalhes significativos das respostas fisiologicas e metabodlicas das
culturas agricolas a ambientes secos sdo conhecidos, mas sobre o
comportamento das plantas medicinais e aromaticas com limitada
disponibilidade de umidade pouco se sabe SINGH-SANGWAN et al., 1994;
LETCHAMO e GOSSELIN, 1996). Assim esse trabalho teve por finalidade
verificar efeitos de quatro niveis de 4gua no solo sobre o crescimento, aspectos
fisiolégicos e anatdbmicos, e sobre o teor de partenolideo de plantas de
Tanacetum parthenium em quatro épocas de colheita, durante o

desenvolvimento dessas plantas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Plantas

Plantas de Tanacetum parthenium (L.) Schultz.-Bip foram obtidas de
sementes cedidas pelo Grupo Entre Folhas (Universidade Federal de Vigosa,
UFV, Vigosa, MG). A semeadura foi realizada em bandejas de isopor,
preenchidas com terra/areia no dia 18 de marco de 1999. Apds 35 dias, as
plantas foram transplantadas em vasos, previamente pesados, de cinco litros,
preenchidos com substrato constituido por terra: areia: esterco bovino curtido,
na proporcao de 3:2:1. O experimento, propriamente dito, foi iniciado 52 dias
apos semeadura, ou seja 17 dias apos o transplante em vasos, quando as
plantas tinham, em média, 0,085 m de altura e de 15 a 20 folhas. Foram
coletadas amostras do substrato dos vasos na area experimental, as quais
foram analisadas no Laboratorio de Analise de Solos da UFV (Quadro 1).

O substrato dos vasos, até aquela data, foi irrigado diariamente, por meio
de regador de crivos finos, até o ponto em que devido a drenagem, comecou a
sair a 4gua em excesso dos vasos. Desse modo manteve-se 0s vasos
umedecidos na sua capacidade ("capacidade de campo") até o dia em que

iniciaram-se os tratamentos.

Quadro 1. Resultados da analise quimica do substrato utilizado no experimento

pH P K Na Ca~ Mg~ Al H+Al SB CTC, CITCt \%
HO L1160 111 R — cmol/ dm®——— - cmol/ dm®-—— ---%--
58 268 126 - 31 26 0 1,7 6,02 6,02 7,72 78,0

P e K: Extrator Mehlich .

H+Al: Extrator acetato de célcio 0,5 mol/L, pH 7,0
Al, Ca e Mg: Extrator KCI - 1 mol/L.

SB = Soma de bases trocaveis

CTC; = Capacidade de troca catidnica efetiva.
CTCt = Capacidade de troca catidnica em pH 7,0
V = indice de saturacéo de.bases.
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2.2. Tratamentos

Os tratamentos constituiram-se da combinacdo de quatro niveis de agua
no substrato dos vasos e de quatro épocas de amostragem (ou de colheita). Os
niveis hidricos utilizados foram (1) vasos mantidos na capacidade de campo;
(2) vasos com 90% da capacidade de campo, (3) vasos com 70% da
capacidade de campo e (4) vasos com 50% da capacidade de campo.

A capacidade de campo (31% de umidade) foi determinada previamente,
por meio da curva de retencdo de umidade (Método Tuboll), a partir do
substrato seco, peneirado e homogeneizado no Laboratério de Fisica do Solo,
da Universidade Federal de Vicosa, segundo técnicas de rotina. Preencheu-se
um tubo cilindrico com uma amostra desse substrato, em seguida adicionou-se,
aos poucos, volume de agua necessario (95 mL) para umedecer a metade
superior do substrato. Vedou-se o tubo com plastico e incubou-se por 48 horas.
Retirou-se, entédo, aliquotas dos tubos, a cada 2 cm, colocando cada uma em
vasilhame de aluminio, de massa @nhecida. Esses vasilhames com substrato
foram novamente pesados 24 horas depois e estimou-se, por diferenca, a
quantidade de agua presente em cada uma. Esse valor foi, entdo, convertido
em porcentagem de umidade e a média da porcentagem de umidade das
aliquotas foi considerada como sendo a necessaria a capacidade de campo do
substrato.

O estabelecimento e controle de cada nivel hidrico foi feito, em cada
bloco de vasos, por meio do monitoramento diario da massa de uma amostra,
constituida por quatro vasos, incluindo seu substrato e a planta, de cada nivel
hidrico. Previamente determinou-se a massa referéncia, ou seja a massa que
cada vaso precisava ter, para os vasos de cada nivel hidrico. Isso foi feito a
partir da massa de cada vaso vazio, da massa do vaso com substrato seco e
na capacidade de campo, e do grau de umidade do substrato na capacidade de
campo. A cada dia, ap0s a pesagem dos vasos, comparava-se esse massa
com a massa referéncia, calculava-se a diferenca e acertava-se a massa do
vaso acrescentando o volume de agua correspondente. Uma amostra de
quatro vasos mantidos na capacidade de campo durante todo o tempo do
experimento foi utilizada, para aferir as massas dos vasos, a cada quatro
semanas, alterados devido ao incremento propiciado pelo crescimento das
plantas.
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As épocas de amostragem ou colheita foram determinadas a partir dos
resultados de HENDRIKS et al. (1997) e de FIGUEIREDO (1998), com plantas
de Tanacetum parthenium cultivadas em casa de vegetacdo. Aos 52 dias apés
semeadura, no dia 10 de maio de 1999, os tratamentos foram iniciados. Esse
dia foi considerado, portanto como dia ou época zero. As colheitas da parte
aérea das plantas foram iniciadas 30 dias apds essa data, sendo realizadas
com intervalos regulares de 30 dias, ou seja aos 30, 60, 90 e 120 dias. Em
cada época de colheita, foram colhidas 16 plantas por parcela, perfazendo um
total de 64 plantas por época. As colheitas foram feitas manualmente,
cortando-se o0 caule rente ao solo com tesoura de poda, sempre no horario
compreendido entre 7:00 e 09:30 horas. As plantas, logo que colhidas, foram
colocadas separadamente em sacos de papel tipo Kraft, previamente
identificados. As amostras foliares foram, entéo, retiradas de cada planta da
unidade experimental, e submetidas a analises anatbmicas e a extracao e
determinacdo de prolina. Imediatamente depois, as plantas foram pesadas e
levadas a sala de secagem do Grupo Entre - Folhas, onde desidrataram a
temperatura ambiente e umidade mantida em torno de 50%, por meio de
desumidificador.

Nas quatro épocas de colheita avaliou-se o crescimento por meio de
medidas da altura da planta, numero de folhas, area foliar, massa da massa
fresca e seca da parte aérea, além de registros relativos ao desenvolvimento
da planta. Aquelas determinacdes que nao requeriam colheita da parte aérea
da planta ou coleta de amostra foram feitas, também, no dia em que iniciou-se
o controle hidrico do substrato dos vasos, dia este denominado de dia ou

época zero.

2.3. Instalacdo do Experimento e Analise Estatistica

O experimento foi conduzido a pleno sol, em area do Departamento de
Fitotecnia, na Universidade Federal de Vigosa, no periodo de maio a setembro

de 1999. No Quadro 2 constam as condicdes ambientais nesse periodo.
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Quadro 2. Médias mensais dos dados meteoroldgicos de Vigosa, MG, durante
o periodo experimental (margo a setembro de 1999)

Dados Meses

Meteorolégicos Marco Abril Maio Junho Julho Agosto  Setembro
Temp. média 22,10 20,58 17,20 16,56 17,02 16,10 19,31
do ar (°C)
Temp. maxima do 28,52 27,76 25,35 24,54 24,38 25,91 27,06
ar (°C)
Temp. minima 17,86 16,14 11,67 11,53 12,41 8,95 12,79
do ar (°C)
Umidade relativa 84,26 82,26 80,23 82,78 81,79 71,84 67,04
média (%)
Velocidade média 1,46 0,98 1,15 0,89 0,96 0,91 1,73
do vento (m/s)

Precipitacdo total 273,7 36,5 2,0 13,2 4,2 0,0 50,7
(mm)

Evaporagéo 2,55 2,48 3,09 2,70 2,62 4,02 5,19
média (mm)

Insolagao média 6,72 7,05 8,12 5,22 5,65 7.9 6,7

(h)

Fonte: Distrito Meteorolégico de Vigosa (MG)

O experimento foi instalado segundo esquema de parcelas subdivididas,
tendo nas parcelas os niveis de agua no substrato dos vasos (100%, 90%, 70%
e 50% da capacidade de campo) e nas subparcelas as épocas de colheita (30,
60, 90 e 120 dias apo6s inicio do controle hidrico do substrato dos vasos), no
delineamento em blocos ao acaso, com quatro repeticbes. A unidade
experimental constituiu-se de quatro vasos de cinco litros, com uma planta por
vaso. Cada subparcela foi constituida por 16 plantas, cada parcela contou com
64 plantas, perfazendo total de 256 plantas no experimento. Os dados obtidos
foram analisados utilizando-se a técnica de superficie de resposta. Os modelos
foram escolhidos baseando-se na significancia dos coeficientes de regresséo,
por meio do teste de t, a 5% de probabilidade, no coeficiente de determinacao

e no fendbmeno em estudo.
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2.4. Crescimento

Determinou-se, em cada época, por meio de régua, em centimetros, a
altura das plantas, comprimento e largura da folha maior e da folha de
dimensdes médias. Além disso, contou-se o nimero de folhas em cada planta,
sendo consideradas desde as folhas em inicio de expanséao, com cerca de 3,0
cm de comprimento, até as em inicio de senescéncia; e determinou-se a area
foliar e a massa fresca e seca da parte aérea.

Na determinacdo da é&rea foliar foi utilizado procedimento similar ao
adotado por FIGUEIREDO (1998), em plantas de T. parthenium. Determinou-se
o comprimento e maior largura das laminas foliares maior e de dimenséo
média, por meio de régua milimetrada, e a area destas mesmas laminas por
meio do medidor de area foliar portatil Licor, modelo 3000. Esse mesmo
procedimento foi repetido por mais trés vezes com plantas em outros estadios
de desenvolvimento. Esses dados foram, entdo, submetidos a analise de
regressao multipla visando estimar a equacao que mais se ajustava aos dados:
Y= 4,46065 + 1,15393C - 0,0241692C? - 5,03714L + 0,701271L% + 0,192815CL,
cujo coeficiente de determinacdo foi r> = 0,9169. Posteriormente, em cada
época de colheita, foi possivel estimar a area das folhas maior e de dimensédo
média sem retira-las das plantas, procedendo-se apenas medidas de
comprimento (C) e largura (L) maximas dessas laminas foliares, por meio da
equacdo obtida anteriormente. A area foliar total de cada planta foi, em
seguida, estimada pelo produto da é&rea foliar média de cada planta pelo

numero de folhas.

2.5 Determinacdes Bioquimicas e Fisiologicas

Estimativa do Teor de Clorofila Total 3% O teor de clorofila total foi

estimado, em cada época de colheita e no dia zero, em folhas expandidas da
metade superior das plantas intactas, por meio do medidor de clorofila Minolta
SPAD - 502, que possibilita medicdo ndo destrutiva (HOEL e SOLHAUG,
1998). Esse instrumento mede a transmissdo de luz vermelha em 650 nm,
comprimento de onda em que a clorofila absorve luz, e transmisséo de luz
infravermelha em 940 nm, comprimento no qual nenhuma absorcdo ocorre.

Com base nesses dois valores de transmissédo, o aparelho calcula o valor
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SPAD ("soil plant analysis development”), o qual é correlacionado com o teor
de clorofila total (HOEL e SOLHAUG, 1998).

Extracdo e Determinacdo de Prolina 3 Amostras foliares coletadas em

cada época de colheita foram congeladas com nitrogénio liquido,
acondicionadas em sacos de polipropileno e armazenadas em "freezer", a - 40
°C até sua utilizacdo na extracdo de prolina. A extracdo de prolina foi realizada
a partir de 300 mg de amostra foliar homogeneizada em 10 mL de acido
sulfosalicilico 3% por cerca de 2 minutos. E a estimativa do teor de prolina foi

feita segundo método colorimétrico de BATES et al. (1973).

2.6. Extracao e Determinacéo do Partenolideo

As plantas coletadas em cada época foram acondicionadas em sacos de
papel Kraft e levadas a sala de secagem do Grupo Entre Folhas, onde
permaneceram espalhadas em bandejas, a temperatura ambiente e umidade
controlada em 50%, por meio de desumidificador. Apds cerca de vinte dias
determinou-se, em balanca analitica, a massa dessas plantas, que foi
denominada de massa seca da parte aérea. Posteriormente, as plantas foram
embaladas em sacos de polipropileno e armazenadas em " freezer " a - 40 °C,
com o fim de preservar o principio ativo de possiveis contaminagdes fungicas,
até sua utilizacdo na extracao, aproximadamente cinco meses depois.

A extracdo do partenolideo, feita a partir da parte aérea (folhas, botbes
florais e inflorescéncias, sem ramos), desidratada a temperatura ambiente, foi
realizada de acordo com método descrito por BROWN et al. (1997; 1999), com
adaptacOes. Hastes ou ramos mais espessos das plantas foram removidos, a
fim de facilitar a moagem, e folhas e inflorescéncias foram moidas em moinho
mecanico e utilizadas na extracdo de partenolideo. Amostras de 200 mg da
parte aérea das plantas foram homogeneizadas em 16 mL de cloroférmio e em
seguida, submetidas a banho maria com ultrassom por 15 minutos.
Posteriormente, esse extrato foi filtrado em funil de vidro com papel filtro
Whatmann n° 1. O filtrado foi, entdo, levado ao evaporador rotativo a 38 °C,
visando eliminacdo completa do solvente. Ap6s pesagem do residuo sélido,
este foi ressuspendido em cloroférmio e acondicionado em frascos com tampa

rosqueavel, onde foi deixado por cerca de 12 a 15 horas, a temperatura
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ambiente, até completa evaporacdo do solvente. As condicbes de
determinacdo do teor de partenolideo em cada amostra foram similares as
descritas por HENDRIKS et al. (1997).

Os extratos foram analisados por cromatografia gasosa, utilizando-se
aparelho Shimadzu, modelo GC - 17A, equipado com detector de ionizacao de
chama, acoplado a registrador e integrador C-R6A Cromatopac. A coluna
utilizada foi a capilar SBP-5 (Supelco), com 30 cm de comprimento por 0,25
mm de diametro interno, e filme com espessura de 0,25 mm. O gas carreador
foi o nitrogénio. As temperaturas utilizadas no injetor (270 °C) e no detector
(300 °C) foram definidas durante os testes preliminares. A temperatura da
coluna durante a extracdo aumentou de 220 a 250 °C, com isoterma de dez
minutos em 250 °C.

As amostras do extrato foram precisamente pesadas (cerca de 10 mg) e
diluidas em 10 mL de cloroférmio, sendo injetado 1 niL do extrato no
cromatografo. Essas aliquotas (1 nl) do extrato total foram analisadas para a
quantificacdo do teor de partenolideo, por referéncia com curva padrdo. Esta
foi construida utilizando-se dados de injecdes de 50 a 250 ppm do padrdo de
partenolideo, dissolvido em cloroférmio.

O teor de partenolideo nas amostras foi expresso de duas formas: (1) teor

de partenolideo por planta individual, em relacdo a massa seca da parte aérea
(em miligrama) e (2) teor de partenolideo em 100 gramas de massa seca

(porcentagem).

2.7. Estudo Anatdmico

Durante as colheitas da parte aérea das plantas retirou-se se¢des foliares,
com aproximadamente 5 mm, de cada planta, para a montagem de laminas
permanentes com cortes transversais e secdes foliares com cerca de 1 cm?
destinadas a diafanizagéo.

As secdes foliares menores foram feitas, procurando-se evitar a regido
das nervuras, a partir das folhas expandidas do segundo ou terceiro par a partir
do apice. Imediatamente apds a secdo das folhas, as amostras foram fixadas
em solucdo de formol - acido acético - etanol aquoso 50% v/v, (FAA) 50% v/v
na proporcao 1:1:9 v/v, submetidas a vacuo a fim de facilitar a infiltracdo do
fixador JOHANSEN, 1940). ApoOs 24 horas, a solucdo de FAA foi retirada, as
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amostras foram lavadas e iniciou-se, no Laboratério de Anatomia Vegetal do
Departamento de Biologia Vegetal, a etapa de desidratacéo etilica progressiva
a partir da solucdo aquosa de etanol 70% v/v. Na etapa seguinte, as amostras
foram submetidas a inclusdo em historresina (Technovit 100, da Khulzer). As
secoes foliares foram, entédo, colocadas primeiro numa mistura de etanol 95%
viv e resina (solucdo de infiltracdo Technovit 100, da Khulzer), onde
permaneceu por quatro horas. Em seguida foram colocadas em solugdo de
infiltrac&o pura por 24 horas, e finalmente em solucdo de inclusao (15 mL da
solucdo de infiltracdo e 1 mL do endurecedor, Technovit 100, da Khulzer).
Posteriormente essas amostras foram emblocadas em moldes plasticos e
colocadas em estufa a 50 °C até ocorrer a polimerizagdo da mistura. Nos
blocos, assim obtidos, foram feitos cortes transversais de 7 nm de espessura
por meio de micrétomo rotativo (LEICA, 2045, da Multicult), os quais foram
distendidos em laminas de vidro. Em seguida, os cortes, foram coloridos com
azul de toluidina, e montados entre lamina e laminula com balsamo do Canada
(BERLYN e MIKSCHE, 1976).

Nessas laminas foram feitas medicdes da espessura da lamina foliar, das
epidermes, do parénquima palicadico, do parénquima lacunoso e das células
epidérmicas, com o auxilio de ocular de tambor micrométrico em dez campos
microscépicos de cada amostra em estudo. A observacdo e documentacéo
foram feitas em fotomicroscépio Olympus, modelo AX70, equipado com
sistema fotogréafico U-photo, no Laboratorio de Anatomia vegetal.

As amostras foliares destinadas a diafanizacao foram fixadas em solucao
aquosa de etanol 50% v/v, onde permaneceram por uma semana, quando
foram submetidas a hidratacdo com solucdes aquosas de etanol, a partir de
etanol aquoso 50% v/v até agua. Em seguida, foram colocadas primeiro em
solucdo de hidréxido de sodio (NaOH) 10% v/v, por cerca de duas horas,
depois em peroxido de hidrogénio (H202) 20% v/v, por cerca de trés horas, e
por ultimo em solucdo de cloral hidratado (CCLCHO xH,0) 10% v/v, por cerca
de uma hora. Os segmentos, antes de serem colocados nessas solucoes,
foram lavados exaustivamente com agua destilada, eliminando-se, assim,
residuos da solucdo anterior. Posteriormente, iniciou-se a desidratagdo com

solucdes aquosas de etanol, de etanol 30% v/v até etanol 50% v/v, quando foi
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submetido a coloracdo com fucsina acida e azul de Astra (JOHANSEN, 1940).
Em seguida, continuou-se a desidratacdo com solugdes aquosas de etanol,
com etanol/agua 90 e 100% v/v e solucdes de etanol 100% com xilol, nas
proporgdes de 3:1, 1:1 e 1:3, e com solucdo de xilol puro. Posteriormente, as
secOes foram, entdo, montadas em laminas permanentes com balsamo do
Canada. Nas laminas diafanizadas identificou-se 0s tricomas presentes e

estimou-se a densidade de tricomas tectores e glandulares.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Crescimento e Desenvolvimento

As variaveis massa fresca, Figura 1 (a), e seca, Figura 1 (b), da parte
aérea das plantas de T. parthenium tiveram comportamento quadratico
(Quadro 3). Fixando-se o nivel de agua no substrato dos vasos, verificou-se
teor maximo de massa fresca, Figura 1 (a), aos 94 dias ap6s inicio do controle
hidrico, nas plantas a 90% da capacidade de campo, 137,4 g Teor similar foi
obtido pelas plantas mantidas a 70% da capacidade de campo, 133,9 g de
massa fresca, enquanto que as plantas mantidas a 100 e 50% da capacidade
de campo do substrato alcangaram no maximo 129,9 g e 105,9 g de massa
fresca, respectivamente. Portanto, considerando-se a matéria fresca das
plantas a 90% da capacidade de campo do substrato como parametro,
verificou-se reducao de 5 e 23% no acumulo de matéria fresca na parte aérea
das plantas mantidas, respectivamente, em substrato a 100 ou 50% da
capacidade de campo.

Durante todo o tempo monitorado verificou-se tendéncia a menor acumulo
de massa seca, Figura 1(b), nas plantas mantidas em substratos a 50% da
capacidade de campo, enquanto os valores médios das plantas mantidas nos
demais niveis hidricos muito se assemelharam. Aos 120 dias, as plantas
crescidas em substrato a 50% e 70% da capacidade de campo tinham,

respectivamente, 31,7 g e 38 g de matéria seca, enquanto que as plantas a
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90% e 100% da capacidade de campo do substrato tinham, respectivamente,
40 g e 39,4 g de massa seca na parte aérea das plantas. A reducdo na
disponibilidade hidrica do substrato, de 90 para 50% da capacidade de campo,
portanto, causou reducdo de 22,5% no acumulo de matéria seca na parte

aérea.

Quadro 3. Equacbes ajustadas das varidveis massa fresca e seca da parte
aérea, altura, numero de folhas, area da folha maior e area foliar
total das plantas de Tanacetum parthenium crescidas em vasos
mantidos a 100%, 90%, 70% ou 50% da capacidade de campo do
substrato (A), em funcdo da época (E) de colheita, em dias, apoés
inicio do controle hidrico do substrato e respectivo coeficiente de
determinacéao

Variavel Equacéo r?
Massa fresca Y= -212,951 + 2,99873 E - 0,01591 E” + 5,0865 A - 0,0307 A® — 0,88
Massa seca Y= 33/1840 + 0820771 A - 0,00531682'A” + 0,339270 E - 0.96

0,000742193 E? + 0,00103913 AE '
Altura Y=-31,0502 + 1,17312 A - 0,00799654 A” + 0,143925 E +

0,00132887 'E2 + 0,00164014" AE 0,97

Y= -146,625 + 4,296645 A - 0,0269311 A” + 2,69310°E -

Numero de folhas 0130952 E2 0,97

Y= -2,67112 + 1,79749 A - 0,0124073 A% + 0,288828 E -

Area da folha maior 0,00506598**E2 0,74

Y=-9213,41 + 269,518 A - 1,70805 A” + 148,664 E - 1,00880E *

Area foliar total 0172173 “AE 0,92

* ** @ ™ indicam significancia a 5%, 1% ou n&o significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

A reducdo no acumulo de massa fresca e seca pode estar relacionada a
alteracbes no crescimento das plantas e no processo fotossintético. Entre as
causas de reducdo da fotossintese, destaca-se a reducdo na concentracdo de
diéxido de carbono (COy), ao nivel de cloroplasto, causado pelo fechamento
estomatico (KUDREV, 1994).
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Figura 1. Estimativa da (a) massa da fresca e (b) seca das plantas de
Tanacetum parthenium, crescidas em vasos nas condi¢coes de 50%,
70%, 90% ou 100% da capacidade de campo do substrato, em
funcdo dos dias apos inicio do controle hidrico do solo.
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As variaveis altura, numero de folhas, area foliar total e area da folha
maior das plantas crescidas a 100, 90, 70 ou 50% da capacidade de campo
também tiveram comportamento quadratico, Quadro 3. Fixando-se o nivel de
agua no substrato, verificou-se, aos 116 dias apds inicio do controle hidrico do
substrato dos vasos, maior altura nas plantas crescidas a 90% da capacidade
de campo do substrato (0,61 m), seguidas pelas plantas mantidas a 100 ou
70% (0,60 m) da capacidade de campo, Figura 2 (a). As plantas crescidas em
substrato a 50% da capacidade de campo foram cerca de 16% menores
(0,51m) do que as plantas crescidas a 90% da capacidade de campo. Esses
dados sao similares aos descritos por SCHUCH et al. (1998), para plantas de
Chrysanthemum mantidas em sistema de reduzido volume de irrigacdo (30% a
menos do que o controle) por dez semanas consecutivas.

Fixando-se o nivel de agua no substrato, o nimero méaximo de folhas
(Figura 2 b) ocorreu, no 103° dia ap6s inicio do controle hidrico, nas plantas
crescidas a 90 ou 70% da capacidade de campo (160 folhas), enquanto que
nas plantas mantidas a 100 ou 50% da capacidade de campo do substrato
verificou-se, respectivamente, 152 e 139 folhas nesse mesmo dia. A reducao
na disponibilidade hidrica, de 90 para 50% da capacidade de campo do
substrato, portanto, causou reducéo de 13% no numero de folhas.

Fixando-se o nivel de &gua no substrato dos vasos, obteve-se valores
maximos de area foliar total por planta, Figura 3 (a), no 65° dia apds inicio do
controle hidrico nas plantas a 70% da capacidade de campo do substrato (0,59
m?), seguidas das plantas a 90% da capacidade de campo (0,56 nf), e das
plantas a 100% (0,49 m?) ou 50% (0,48 m?) da capacidade de campo do
substrato. A reduc&o no nivel hidrico do substrato de 90% para 50% causou
reducdo de 14% na area foliar total, enquanto que a reducéo no nivel hidrico de
90% para 70% causou aumento de 5% na area foliar total por planta. Aos 120
dias de controle hidrico do substrato dos vasos, as plantas a 100 e 90% da
capacidade de campo tinham, em média, 0,21 m? e 0,31 m? de &rea foliar total,
enquanto as plantas a 70 ou 50% da capacidade de campo alcancaram 0,29

m? e 0,28 m?, respectivamente.
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Figura 2. Estimativa da (a) altura e do (b) nimero de folhas das plantas de
Tanacetum parthenium, crescidas em vasos nas condi¢cdes de 50%,
70%, 90% ou 100% da capacidade de campo do substrato, em
funcdo dos dias apds inicio do controle hidrico.
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Figura 3. Estimativa da (a) area foliar total por planta e da (b) area da folha
maior das plantas de Tanacetum parthenium crescidas em vasos nas
condicbes de 50%, 70%, 90% ou 100% da capacidade de campo do
substrato, em funcéo dos dias apés inicio do controle hidrico.
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Verificou-se tendéncia a decréscimo na area da folha maior com o tempo,
Figura 3 (b). Segundo GRANIER e TARDIEU (1999) o efeito da deficiéncia de
agua no substrato, mesmo por curto tempo é visivel, tanto na area foliar quanto
no numero de folhas.

Os coeficientes de correlacdo simples das variaveis altura (H), nUmero de
folhas (NF), area da maior folha (AF1), area foliar total de cada planta (AF), e
massa fresca (MF) e seca (MS) da parte aérea das plantas crescidas a 100%,
90%, 70% e 50% da capacidade de campo do substrato sdo mostrados no
Quadro 4. Verificou-se correlacdo alta e positiva entre altura e acumulo de
massa seca, numero de folhas e acimulo de massa fresca ou seca, acumulo
de massa fresca e de massa seca; e correlacdo alta e negativa entre area da
maior folha e altura, area da maior folha e numero de folhas e area da maior

folha e massa seca.

Quadro 4. Estimativa dos coeficientes de correlagdo simples das variaveis

altura (H), numero de folhas (NF), area da maior folha (AM), area
foliar total de cada planta (AF), e massa fresca (MF) e seca (MS) da
parte aérea das plantas de Tanacetum parthenium crescidas a 100,

90, 70 ou 50% da capacidade de campo (CC).

Nivel de Variaveis
agua Variaveis H NF AM AF MF MS
100%CC H 1,0000  05924"  -0,7819°  -0,6599  0,4933°  0,8860_
NF 1,0000  -0,7285"  -0,1072"° 10,7974 0,8050
AM 1,0000 0,7199 -0,5605"  -0,8344’
AF 1,0000 0,0108"°  -0,5230
MF 1,0000 0,6686
MS *k *k ok Hk 1 ’ 0000*:
90% CC H 1,0000 0,7117 -0,9305°  -0,6222°  0,83100  0,9802"
NF 1,0000 -0,8018"  -0,0556"° 0,9061"  0,7864
AM 1,0000 0,6074 -0,8013"  -0,9556
AF 1,0000 -0,1425™°  -0,5756
MF 1,0000 0,8709
MS *k ko *k ke 1 ’ OOOOH
70% CC H 1,0000 0,7474 -0,8903"  -0,6131°  0,5980"  0,9219"
NF 1,0000 -0,8947"  -0,0887"° 10,8036 0,8527"
AM 1,0000 0,4806 -0,7727 -0,9452
AF 1,0000 -0,0366"°  -0,5012
MF 1,0000 0,7561
MS *k *k Hk 170000**
50% CC H 1,0000 0,7375 -0,86007  -0,0020"° 0,7227"  0,9508"
NF 1,0000 -0,7535"  0,4924 0,9317"  0,8294"
AM 1,0000 0,1569™°  -0,7441"  -0,9018
AF 1,0000 0,4664 0,0003"*
MF 1,0000 0,8041

* *x g "> jndicam, respectivamente, significativo a 5 ou 1%, e n&o significativo a 5% pelo teste t de

Student
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Esses dados indicam que o acumulo de massa seca ha parte aérea das
plantas de T. parthenium esta diretamente associado ao crescimento em altura
e ao aumento no namero de folhas, e inversamente associado ao aumento na
area da folha maior. De fato, verificou-se que as dimensdes das folhas
diminuiram a medida que a altura das plantas e o numero de folhas aumentou,
Quadro 4. Segundo STEINER et al. (1990), a rapidez com que a deficiéncia
hidrica no substrato torna-se severa o suficiente, restringindo o crescimento e a
capacidade de manutencdo das plantas depende do tipo de substrato,
dimensédo da planta, profundidade radicular e demanda evaporativa. Segundo
KUDREYV (1994), a deficiéncia hidrica interrompe o0 processo de crescimento,
ndo so6 por diminuir o acimulo de massa fresca e seca, mas também por alterar
o processo de crescimento, e acelerar os processos catabdlicos. Segundo
ENGLISH-LOEB et al. (1997), o crescimento é rapidamente reduzido mesmo
em situacdes de estresse moderado.

As plantas crescidas a 90% da capacidade de campo foram as primeiras
a emitir botdo floral, em média aos 81 dias apés inicio do controle hidrico do
substrato. Além disso, o numero de plantas com botéo e ou inflorescéncia até o
fim do experimento foi maior nesse nivel de agua no substrato. O maior atraso
no aparecimento de botdo floral aconteceu nas plantas a 100% da capacidade
de campo, seguidas das plantas a 50% da capacidade de campo, condi¢des

em que verificou-se menor nimero de plantas com botéo floral, Quadro 5.

Quadro 5. Tempo médio, em dias apos inicio do controle hidrico do substrato
dos vasos, de emissdo de botdes florais, e numero médio, em
porcentagem, de plantas de Tanacetum parthenium com botéo, em
cada parcela, crescidas em vasos nas condi¢cdes de 100, 90, 70 ou
50% da capacidade de campo (CC).

Nivel de agua Tempo médio para aparecer Numero de plantas com
botéo floral (dias) botéo/ parcela (%)
100% CC 97,0 40,6
90% CC 81,0 68,8
70% CC 89,0 62,5
50% CC 94,0 50,0

49



3.2. Anatomia foliar

As varidveis espessura total da lamina foliar, espessura da epiderme
abaxial, da epiderme adaxial, do parénquima palicadico, do parénquima
lacunoso e comprimento das células do parénquima pali¢cadico, das células do
parénquima lacunoso e das células da epiderme adaxial das plantas de T.
parthenium n&o variaram significativamente, em funcédo do nivel de 4gua (A) no
substrato dos vasos e da época (E) de colheita, Quadro 6. A reducdo do
crescimento das plantas resulta, em geral, de alteracbes internas na
organizagao estrutural e na atividade funcional. Apesar do crescimento ter sido
alterado, em funcdo da condicdo hidrica do substrato, a espessura total das
folhas, dos tecidos constituintes e o comprimento das células nao foi alterado

significativamente.

Quadro 6. Equacdes ajustadas das variaveis espessura foliar total, espessura
das epidermes abaxial e adaxial, dos tecidos de preenchimento,
parénquimas palicadico e lacunoso, e o comprimento das suas
células constituintes nas plantas de Tanacetum parthenium, em
funcdo do nivel de agua (A) no substrato e da época (E) de colheita,
em dias apaos inicio do controle hidrico do substrato

Variavel Equacao
Espessura foliar total Y =2,40
Espessura da epiderme abaxial Y =0,18
Espessura da epiderme adaxial Y =0,19
Espessura do parénquima paligadico Y =0,92
Espessura do parénguima lacunoso Y =1,20
Comprimento das células do parénquima palicadico Y =0,18
Comprimento das células do parénquima lacunoso Y=0,34
Comprimento das células da epiderme adaxial Y=0,27

3.3. Aspectos Metabdlicos
A variavel teor relativo de clorofila das folhas, Figura 4 (a), & semelhanca
das variaveis de crescimento, Figuras 1 a 3, teve comportamento quadratico,
Quadro 7. Fixando-se o nivel de agua no substrato dos vasos obteve-se

médias maiores de teor relativo de clorofila nas plantas a 50% da capacidade
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de campo, aos 50 dias apos inicio do controle hidrico do substrato: 47,1 SPAD,
enquanto as plantas a 100 e 90% da capacidade de campo do substrato tinham
37,2 e 36,1 SPAD, respectivamente. Considerando-se o nivel hidrico de 90%
da capacidade de campo como parametro na comparacéo do efeito dos niveis
hidricos sobre o teor relativo de clorofila, verificou-se que o teor de clorofila nas
plantas a 50% da capacidade de campo foi 30% maior nesse periodo. Em
todas as épocas de colheita, no entanto, verificou-se maior teor de clorofila nas

plantas a 50% da capacidade de campo.

Quadro 7. EquacBes ajustadas das variaveis teor de prolina, teor relativo de
clorofila, teor de partenolideo por planta e porcentagem de
partenolideo na parte aérea das plantas de Tanacetum parthenium
crescidas em vasos mantidos a 100%, 90%, 70% ou 50% da
capacidade de campo (A) em funcdo da época (E) de colheita, em
dias, apds inicio do controle hidrico e respectivo coeficiente de
determinacgao

Variavel Equacéo r

Prolina Y= 49,6427 - 0,416551 A - 0,0884087 E + 0,000851189 AE 0,71

Y= 85,6517 - 1,31725 A + 0,00779546 A? + 0,311021 E - 0.65

Clorofila 0,00206773E? - 0,000976980° AE
Partenolideo/planta Y= ~1:41626 + 0,0272480 A + 0,0549677 E - 0,000308857 E” -
P 0,000173490" AE
Partenolideo(%) Y= -526,205 + 14,2963 E - 0,0752334 E° + 4,59669 A 0,50

* ** e ™ indicam significancia a 5%, 1% ou n&o significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

A sintese de clorofila pode ser altamente sensivel a baixo potencial
hidrico foliar. Deficiéncia hidrica, em algumas plantas, causa reducdo
significativa no teor de clorofila das folhas verdes (NAUTIYAL et al., 1996). As
leituras do teor de clorofila relativo por meio do medidor de clorofila portatil
SPAD-502 estimam, em miho, segundo ARGENTA et al. (2001),
adequadamente o grau de esverdeamento da folha, ou seja, o teor relativo de

clorofila na folha, independente do estadio de desenvolvimento. Além disso,
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segundo dados dos mesmos autores, o teor relativo de clorofila estimado em
milho, por meio do SPAD-502, correlaciona-se positivamente com o teor de
clorofila total extraivel. A partir disso sugere-se que € mais provavel que o
aumento no esverdeamento das folhas deveu-se a alteragdes na proporcao de
clorofila a/ clorofila b do que a aumento real no teor de clorofila.

O teor de prolina livre, Figura 4 (b), por sua vez, nas folhas de T.
parthenium mantidas a 100, 90 ou 70% da capacidade de campo, variou em
torno de 9 a 14 ng/g de massa fresca, enquanto que nas plantas mantidas em
substratos a 50% da capacidade de campo variou em torno de 27 a 32 ng/g de
massa fresca.

A reducdo na disponibilidade de agua no substrato dos vasos de 90 a
50% da capacidade de campo do substrato causou aumento de mais de duas
vezes no teor de prolina livre dessas plantas, o que segundo BATES et al.
(1973), é sintoma caracteristico de estresse. O acumulo de prolina parece
variar com a espécie da planta, sendo que muitas espécies mostram aumento
de \arias vezes. Aos dez dias de deficiéncia hidrica severa, plantas de Vigna
unguiculata L., por exemplo, tiveram aumento de quatro vezes no teor de
prolina crescendo em substrato com 21,4% de umidade (SOMAL e YAPA,
1998).

O acumulo de prolina é resposta genérica a estresse, desde que ocorre
em situacbes de estresse hidrico, salino, e de frio (MARUR et al., 1994).
Portanto, sugere-se que o grande aumento no teor de prolina proporcionou
ajuste osmotico as plantas mantidas a 50% da capacidade de campo por 120
dias.

Em condicbes de deficiéncia hidrica (70% e 50% da capacidade de
campo), as plantas de T. parthenium foram capazes de manter crescimento em
altura, em numero de folhas, na area foliar, no acimulo de massa fresca e seca
na parte aérea, apesar dessas variaveis serem de 13 a 23% menores nas
plantas mantidas a 50% da capacidade de campo. O lento desenvolvimento da
condicdo de défice hidrico pode induzir gjuste osmético em algumas espécies,
resultando na manutencdo do turgor celular a baixos potenciais hidricos.
Sugere-se que em funcdo do ajuste osmotico, as plantas tenham conseguido

se adaptar a nova condicdo hidrica do substrato sem modificar
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significativamente a espessura dos tecidos constituintes e apresentando

apenas pequena diferenca na taxa de crescimento relativo.
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Figura 4. Estimativa do conteudo de clorofila total (a) e de prolina (b) em
folhas de T. parthenium, nas condi¢gbes de 100%, 90%, 70% e
50% da capacidade de campo do solo, em fun¢éo da época de
colheita, em dias apds inicio do controle hidrico do solo.
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A tendéncia a maior teor de prolina livre em plantas crescidas em
condicdo de deficiéncia hidrica € verificada frequentemente (KUMAR e SINGH,
1998; SOMAL e YAPA, 1998). Alguns autores, no entanto, ndo acreditam em
qualguer aumento apreciavel no teor de prolina livre, enquanto outros preferem
considerar niveis aumentados de prolina simplesmente como efeitos
consequentes da situacdo estressante, mais do que como causa de tolerancia
a estresse (MADAN et al., 1995). O aumento nos niveis de prolina em
condicdes de défice hidrico pode ter varias causas. Acredita-se que protejam
0s tecidos vegetais contra esses estresses ao servirem como reserva de
nitrogénio, osmo-soluto e protetor hidrofobico de enzimas e estruturas celulares
(MADAN et al., 1995; SOMAL e YAPA, 1998).

Navari-1zzo et al. (1990), citados por MARUR et al. (1994) sugeriram que
0 aumento no teor de aminoécidos livres poderia contribuir na tolerancia da
planta a deficiéncia hidrica, por meio de aumento no potencial osmaético, ou
como reserva de nitrogénio, principalmente na sintese de enzimas especificas.
O mecanismo de acumulo de prolina em situagbes estressantes, entretanto,
nao é claramente entendido ainda. Decréscimo nos niveis de proteina poderia,
segundo os mesmos autores, refletir diminuicdo da sintese ou aumento da
degradacdo, levando a altos niveis de aminoacidos livres. Segundo MADAN et
al. (1995) o mmior teor de prolina pode ser devido também a maior atividade
das enzimas envolvidas na biossintese de prolina (ornitina aminotransferase e
pirrolina-5-carboxilase redutase), tanto quanto devido a inibicdo da prolina
oxidase, enzima de degradacdo. Desde que os efeitos de deficiéncia hidrica
dependem da espécie, tecido e idade, tanto quanto da natureza, duragédo e
intensidade do estresse, ndo € surpreendente que marcantes diferencas
venham sendo encontradas no padrdo de aminoacidos em plantas em
condicdo de estresse (MARUR et al. ,1994).

Como as plantas a 100% da capacidade de campo tiveram niveis de
clorofila e prolina similares aos das plantas a 90 ou 70% da capacidade de
campo, sugere-se que esse nivel de agua nado foi excessivo, uma vez que nao
chegou a ser condicdo estressante as plantas de T. parthenium. As plantas
crescidas a 50% da capacidade de campo, ao contrario, como tiveram grande
aumento no teor de prolina, sugere-se que tornaram-se estressadas devido a

reducao na disponibilidade de agua no substrato dos vasos.
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Segundo WINTER (1988), o potencial de agua das plantas pode ser
medido em termos do teor total de agua nos tecidos vegetais ou em termos de
energia da agua (potencial hidrico). Este parametro, segundo o mesmo, pode
ser obtido, tanto por meio de equipamentos especificos, como a bomba de
Scholander, como por meio de métodos simples, mas demorados, de pesagem
de discos foliares frescos, turgidos e secos em estufa. Como nenhum meio
rapido de avaliar o potencial hidrico foi disponivel, e o tempo bi pouco néo
realizou-se tais medicoes.

As variaveis teor de partenolideo, em porcentagem, ou por planta
individual, em relacdo a massa seca da parte aérea tiveram comportamento
quadrético, Quadro 7. A porcentagem de partenolideo na parte aérea foi maior
nas plantas crescidas a 100 ou 90% da capacidade de campo do substrato,
antes da emisséo dos botbes florais, Figura 5 (a). Segundo HENDRIKS et al.
(1997) o teor de partenolideo é mais alto, de fato, nos estadios iniciais do
desenvolvimento da planta.

Fixando-se o nivel hidrico do substrato, obteve-se porcentagem maxima
de partenolideo (2,45%) nas plantas mantidas a 100% da capacidade de
campo, no 61° dia apés inicio do controle hidrico do substrato. Considerando-
se a porcentagem de partenolideo das plantas a 90% da capacidade de campo
como parametro na comparacdo dos demais niveis hidricos estudados,
verifica-se porcentagem 18% maior nas plantas a 100%, 5% menor nas plantas
a 70%, e 28% menor nas plantas a 50% da capacidade de campo. A reducao
no nivel hidrico do substrato, portanto, diminuiu a porcentagem de partenolideo
nas plantas. Dependendo da espécie, a deficiéncia hidrica pode aumentar,
diminuir ou néo ter efeito sobre os niveis de metabdlitos secundarios (Holtzer et
al., 1988, citados por SINGH-SANGWAN et al., 1994). Além disso, o efeito
varia muito em funcao do tipo de metabdlito secundario, duracéo e intensidade

da condic&o estressante.
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Figura 5. Estimativa do conteddo de partenolideo, em porcentagem (a), e por

planta individual, em relacdo a massa seca da parte aérea das
plantas de T. parthenium (b) das plantas crescidas nas condi¢cdes de
100%, 90%, 70% ou 50% da capacidade de campo do solo, em
funcdo da época de colheita, em dias apés inicio do controle hidrico
do solo.
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BROWN et al. (1997; 1999) obtiveram 1,72% =* 0,16% de partenolideo, a
partir do extrato, em acetona, das laminas foliares de T. parthenium. Esse teor
€ intermediario aos obtidos a partir do extrato, em cloroférmio, da parte aérea
das plantas crescidas a 70% da capacidade de campo do substrato (1,98%) e
50% da capacidade de campo do substrato (1,49%). A partir dos testes
preliminares realizados no Laboratorio de Analise e Sintese de Agroquimicos
(UFV), verificou-se que a quantidade de partenolideo extraida em acetona e
em cloroféormio sdo similares. Sugere-se, portanto, que a porcentagem maior
de partenolideo detectada naquelas amostras das plantas crescidas na
capacidade de campo é decorrente das condi¢cdes de cultivo, particularmente
do nivel de agua no substrato em que as plantas cresceram.

A porcentagem de 2,45% de partenolideo foi obtida a partir da extracao
desse metabdlito a partir de amostra da parte aérea das plantas, sem ramos ou
hastes maiores, em cloroférmio, mas mantendo peciolos, nervuras e hastes
menos espessas. Os ramos ou hastes mais espessos foram removidos com a
finalidade de facilitar a moagem das plantas, mas segundo HENDRICKS et al.
(1997) nesse 6rgao as quantidades de partenolideo sdo despreziveis.

O teor maximo de partenolideo por planta individual, em relacdo a massa
seca da parte aérea, Figura 5 (b), obtido fixando-se o nivel hidrico do substrato,
ocorreu no 95° dia apés inicio do controle hidrico, nas plantas a 100% da
capacidade de campo: 612,6 mg/planta. Nas plantas a 90, 70 e 50% da
capacidade de campo do substrato, o teor maximo de partenolideo por planta
individual foi, respectivamente, 7,5%, 22,5% e 37,5% menor do que nas plantas
crescidas na capacidade de campo.

A quantidade de partenolideo por planta individual aumentou
gradualmente durante o crescimento destas. Segundo HENDRIKS et al. (1997)
isso é causado pela formacdo de mais folhas e inflorescéncias durante o
desenvolvimento da planta. Os botdes florais, ainda segundo HENDRIKS et al.
(1997), podem ter até 1% de partenolideo. No entanto, a senescéncia e perda
das folhas da parte inferior das plantas podem concorrer negativamente com 0s
botbes florais, causando reducdo na producdo de partenolideo por planta

individual.
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A reducdo na producdo de metabdlitos secundarios terpendides, em
situacdo estressante, pode ser estratégia de sobrevivéncia da planta, j& que
segundo GERSHENZON (1994), o custo de producéo de terpendides, como o
partenolideo, € maior do que o da maioria dos outros metabdlitos primarios e
secundarios. Além disso, 0 custo energético de producdo das enzimas
biossintéticas é alto, porque essas enzimas aparentemente ndo sdo comuns a
outras rotas metabdlicas. Desse modo, a concentracdo desses metabdlitos nas
plantas, em geral, € na faixa de 1-2% da massa seca, podendo, no entanto
alcancar 15-20% da massa seca em algumas espécies (PENUELAS e LLUSIA,
1997).

O modo como o teor das defesas quimicas € alterado em resposta ao
estresse por deficiéncia hidrica ndo tem sido, ainda, especificamente bem
caracterizado em muitas espécies de plantas. O efeito varia com a espécie da
planta, tempo e intensidade da condicdo estressante. As defesas baseadas no
nitrogénio, tais como os alcal6ides, tendem a aumentar em resposta ao
estresse hidrico. Em defesas ndo baseadas no nitrogénio, o padrdo € ainda
menos conhecido. Em muitos casos, entretanto, tem sido verificado que a
deficiéncia hidrica moderada resulta em niveis aumentados de defesas néo
baseadas em nitrogénio, tais como taninos, resinas, e Oleos. Ha argumentos
em que a resposta poderia ocorrer passivamente, desde que as plantas sao
rapidas em reduzir a taxa de crescimento em condicdo de estresse moderado,
enquanto o processo fotossintético seria mantido. Isso causa acumulo de
carboidratos, que podem ser convertidos em substancias de defesa. Segundo
ENGLISH-LOEB et al. (1997), estresses mais severos podem causar reducao
nas defesas, tanto quanto no crescimento e fotossintese, enquanto que
estresses mais amenos podem ter consequéncias diferentes de estresse
moderado ou severo para a planta e seus parasitas (ENGLISH-LOEB et al.,
1997).
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4. RESUMO E CONCLUSOES

Plantas de Tanacetum parthenium crescidas em vasos com substrato
mantido na capacidade de campo, ou a 90%, 70% ou 50% da capacidade de
campo foram comparadas quanto ao crescimento da parte aérea, anatomia
foliar, teor de prolina e teor relativo de clorofila nas folhas expandidas da parte
superior das mesmas, e teor de partenolideo na parte aérea.

Os efeitos dos niveis hidricos do substrato sobre o crescimento foram
determinados acompanhando-se as alteragBes na altura, numero de folhas,
area foliar e acimulo de massa fresca e seca. Verificou-se reducdes de 16%
na altura, 13% no numero de folhas, 14% na area foliar total de cada planta,
22,5% no acumulo de massa fresca e 23% na massa seca na parte aérea das
plantas crescidas a 50% da capacidade de campo, comparando-se com as
médias das plantas crescidas a 90% da capacidade de campo. As plantas
crescidas na capacidade de campo tiveram durante todo o tempo monitorado,
exceto para area foliar total, médias 1 a 5% menores do que nas plantas
mantidas a 90% da capacidade de campo.

Apesar das variaveis de crescimento terem sido alteradas pelo nivel
hidrico do substrato, a espessura total das folhas expandidas mais superiores
das plantas, assim como das epidermes e dos tecidos do mesofilo ndo foram
modificadas significativamente pela reducdo nos niveis hidricos. O teor de
clorofila nas folhas expandidas, em quaisquer dos niveis hidricos do substrato,
decresceu com o tempo. As plantas mantidas a 50% da capacidade de campo
tiveram maior teor de clorofila e de prolina do que as plantas crescidas a 90%
da capacidade de campo, durante todo o tempo acompanhado. Nessas plantas
verificou-se também menor producdo de partenolideo. O nivel hidrico que
propiciou maior teor de partenolideo nas plantas correspondeu a capacidade

de campo do substrato.
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CAPITULO 3

EFEITOS DA IRRADIANCIA NO CRESCIMENTO, TEOR DE
ACUCARES E DE PARTENOLIDEO EM ARTEMISIA

1.INTRODUCAO

Cada planta resulta das suas informacfes genéticas e do ambiente onde
cresce. O ambiente de crescimento muda constantemente durante o tempo de
vida da planta. Como o0s processos de crescimento e desenvolvimento
dependem das adaptacfes a variaveis ambientais, plantas do mesmo genétipo
podem diferir significativamente no crescimento e na composicdo quimica
(KASPERBAUER, 1994). A evolucdo da plasticidade fenotipica, isto é da
capacidade de um genotipo responder a variacdo ambiental, tem despertado
grande interesse atualmente. A plasticidade sera adaptativa quando o fendtipo
induzido por alguma situag&o conferir maior eficiéncia naquele ambiente do que
os demais fendtipos (SCHMITT, 1997).

No ambiente, consideram-se as variaveis: umidade disponivel no solo,
quantidade e solubilidade de nutrientes minerais, acidez da solucéo do solo,
luz, doencas, insetos e temperatura do ar e do solo (KASPERBAUER, 1994). A
luz tem importante papel na vida das plantas, ndo apenas como fonte de
energia, mas também como sinal ambiental (KAGAWA e WADA, 1999).

O fluxo de fétons precisa ser absorvido por alguma molécula, como a
clorofila e o fitocromo, para produzir efeito. O subseqgiente comportamento

dessa molécula depois de absorver luz, determinard seu uso e efeito sobre a
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planta: formativo, fotoperiédico ou tréfico (WHATLEY e WHATLEY, 1982;
HORNOK, 1992; CARVALHO e CASALI, 1999). No entanto, nem toda a
radiacdo que atinge as plantas tem efeito sobre elas. A radiacéo
fisiologicamente ativa é aquela que tem comprimentos de onda que induzem
respostas fisiolégicas nas plantas (WHATLEY e WHATLEY, 1982;
BERNARDES, 1987).

As plantas séo transformadoras primarias de energia solar, por meio da
fotossintese, sendo sua eficiéncia fator determinante da produtividade agricola.
Os incrementos em produtividade potencial das plantas tém sido derivados,
principalmente, do aumento da propor¢do de massa seca acumulada nas
partes de aproveitamento econdmico, e pouco em funcdo de aumentos nas
taxas de crescimento (BERNARDES, 1987).

A relacdo entre fotossintese e produtividade é muito complexa. A
inexisténcia de relacdo direta entre elas €, provavelmente, explicada pela
dependéncia da produtividade das culturas e da taxa de assimilagéo liquida. A
produtividade ndo € determinada somente pela taxa fotossintética, mas
também pela dimensdo da é&rea foliar, duracdo do periodo vegetativo,
arquitetura da copa, respiracdo, transporte e particdo de fotoassimilados
(BERNARDES, 1987; KASPERBAUER, 1994). As concentracbes de
carboidratos nas plantas, por sua vez, podem refletir diretamente as taxas de
fotossintese, no momento da formacao dos carboidratos (HENDRY et al., 1993;
KASPERBAUER, 1994).

Na maioria das plantas superiores, a distribuicdo de acUcares comeca
com a fixagdo de carbono nos cloroplastos da folha. No cloroplasto, o carbono
€ convertido em amido, destinado ao armazenamento temporario, e no citosol é
convertido em sacarose, para transporte a outras partes da planta. A sacarose,
principal agucar soluvel das plantas, também pode ser temporariamente
armazenada no vacuolo. A distribuicdo de acucares dentro da planta é
regulada por interagbes fonte-dreno, que sao o principal fator controlador da
sua distribuicdo dentro da planta (DICKSON, 1991).

O fluxo de fotons fotossintético que atinge as folhas € dado pela
irradiancia, que €é o fluxo radiante interceptado por unidade de érea
(BERNARDES, 1987). Os estudos sobre o efeito da irradiancia nas plantas

medicinais referem-se principalmente a reducédo da incidéncia de luz devido ao
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sombreamento das plantas. A maioria desses estudos relaciona-se ao papel da
luz na sintese de Oleos essenciais. O acumulo de 6leos essenciais depende,
também, direta ou indiretamente da luz. De modo geral, o sombreamento
associa-se ao significativo decréscimo no teor de 6leos essenciais, podendo
até mesmo afetar a composicao desses 0leos. Em alguns casos, a composicao
dos Oleos apenas €& modificada quando h& alteragdo no fotoperiodo
(YAMAURA et al., 1989; DUDAI et al., 1992; LI et al., 1996).

Na situacdo de sombreamento natural, causada pela sobreposicdo das
folhas, h& baixa relacdo de radiacdo vermelho/vermelho distante, e deficiéncia
de radiacdo fotossinteticamente ativa, devido a filtragem seletiva dos pigmentos
fotossintéticos (MURCHIE e HORTON, 1997).

Essencialmente, as plantas podem evitar 0 sombreamento, ou podem
tolerd-lo. As angiospermas, em particular, tém desenvolvido grande capacidade
de evitar a sombra. Este pode ser um dos fatores que tem contribuido para seu
sucesso evolutivo. A capacidade de evitar o sombreamento é importante
estratégia dessas plantas, e consequéncia indubitdvel da multiplicidade de
respostas que sdo disponiveis as plantas sombreadas (SMITH e WHITELAM,
1997).

As respostas ao sombreamento sdo muitas e variadas. As reacles
envolvidas nesse processo sao todas iniciadas pelo mesmo sinal ambiental, ou
seja, reducdo na proporcdo de radiacdo vermelho/vermelho distante, que
ocorre dentro de comunidades \egetais densas (SMITH e WHITELAM, 1997).
As plantas tém desenvolvido, no decorrer da evolugéo, varios fotorreceptores
capazes de perceberem informacdes sobre seu ambiente luminoso. O
fitocromo é de uma familia de fotorreceptores das plantas que absorvem luz,
principalmente, nas regides espectrais do vermelho e vermelho distante
(DEVLIN et al, 1999). Tem sido sugerido que a sensibilidade a
vermelho/vermelho distante, mediada pelo fitocromo, é adaptativa, porque
capacita a planta a antecipar e evitar a competicdo pela luz em ambientes
densos (SCHMITT, 1997).

As folhas aclimatam-se fotossinteticamente a condi¢do de alta (folhas de
sol) ou baixa (folhas de sombra) irradiancia luminosa, por meio de alteracées
anatdmicas e fisiologicas (SIMS e PEARCY, 1992). A anatomia das folhas de

sombra, juntamente com suas propriedades fisiolégicas, a capacitam a utilizar
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baixas intensidades luminosas eficientemente (BERNARDES, 1987). As folhas
crescidas ao sol sdo geralmente menores, mais espessas e com maior
capacidade fotossintética por unidade de area, devido a maior quantidade de
enzimas e maior condutancia estomatica (FRIEND e POMEROQY, 1970; SIMS e
PEARCY, 1992).

Esse trabalho teve por finalidade verificar efeitos de trés niveis de
irradiancia no crescimento, aspectos morfofisiolégicos e sobre o teor de

partenolideo de plantas de Tanacetum parthenium durante seu crescimento.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Plantas

Plantas de Tanacetum parthenium (L.) Schultz.-Bip foram obtidas de
sementes cedidas pelo Grupo Entre Folhas Universidade Federal de Vigosa,
UFV). A semeadura foi realizada em bandejas de isopor, preenchidas com
terra/areia no dia 27 de marco de 1999. Aproximadamente apés dois meses,
plantas com cerca de 0,11 m e com 15 folhas, em média, foram transplantadas
em vasos de dez litros, preenchidos com substrato constituido por
terra:areia:esterco bovino curtido, na respectiva proporcdo de 3:2:1. O

experimento comecgou um més depois.

2.2. Tratamentos

Os tratamentos constituiram-se da combinacdo de trés niveis de
irradiancia e de seis épocas de colheita. As colheitas manuais foram feitas aos
30, 45, 60, 75, 90 e 105 dias apds inicio do experimento de sombreamento. O
nivel de maior irradiancia correspondeu a condicdo de crescimento a pleno sol,
e o0s niveis de menor irradiancia foram obtidos por meio de sombreamento. A
reducdo na irradiancia foi realizada um més apOs o transplante em vasos,
sendo propiciada por telas plasticas (sombrite) pretas, as quais permitiram a
passagem de apenas 70 ou 50% de luz. As telas foram afixadas em armacdes
de bambu com altura de 1,5 m, cobrindo as plantas na parte superior e laterais.

A condicdo de maior irradiancia, ao contrario, constituiu-se do cultivo a pleno
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sol, sem utilizacdo de qualquer cobertura plastica. O nivel de sombreamento foi
conferido, determinando-se, uma vez por semana durante todo o experimento,
o nivel de luminosidade, em trés horarios (as 8:30, 12:00 e 16:00 horas), por

meio de luximetro (Quadro 1).

Quadro 1. Médias da irradiancia (mmol de fétons m? s?), determinada,
regularmente, em trés horérios, por meio de luximetro, que
alcangava as plantas de Tanacetum parthenium crescidas a 0, 30
ou 50% de sombreamento de junho a outubro de 1999

Nivel de Sombreamento

Horario
0% (pleno sol) 30% 50%
8:30 142 106 80
12:00 730 523 382
16:00 338 132 63

2.3. Instalacdo do Experimento e Analise Estatistica

O experimento foi conduzido no viveiro de plantas ornamentais da UFV,
no periodo de 24 de maio a 8 de outubro de 1999. As condi¢cbes ambientais e a
evolucdo do comprimento do dia de Vigcosa encontram-se, respectivamente, no
Quadro 2 e na Figura 1.

As variaveis altura, numero de folhas, area da folha maior, da folha com
dimensbes médias e area foliar total de cada planta, cuja determinacdo ndo
requeria colheita da planta ou de parte dela, foram analisadas em sete épocas
de colheita (0, 30, 45, 60, 75, 90 e 105 dias). As demais variaveis (massa
fresca e seca, teor de clorofila, de aclUcares e de partenolideo) tiveram seis
épocas de colheita (30, 45, 60, 75, 90 e 105 dias).

O experimento foi instalado segundo esquema de parcelas subdivididas,
tendo nas parcelas os niveis de Iluminosidade (0%, 30% e 50% de
sombreamento), e nas subparcelas as épocas de colheita (30, 45, 60, 75, 90 e
105 dias ap0s inicio do experimento), no delineamento em blocos ao acaso,

com quatro repeticdes. A unidade experimental constituiu-se de um vaso de
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dez litros, com uma planta. Cada parcela foi constituida por 24 vasos, e cada
subparcela constou de 12 vasos, distribuidos em 4 blocos, perfazendo, assim,

72 vasos, no total.

Quadro 2. Meédias mensais dos dados meteorolégicos de Vigcosa, MG,
referentes ao periodo experimental

Dados Meses
Meteoroldgicos Marco Abril Maio Junho Julho  Agosto Setembro Outubro
Temp. média 22,10 20,58 17,20 16,56 17,02 16,10 19,31 17,30
do ar (°C)

Temp. maxima do 28,52 27,76 25,35 24,54 24,38 25,91 27,06 25,03
ar (°C)

Temp. minima 17,86 16,14 11,67 11,53 12,41 8,95 12,79 14,68
do ar (°C)

Umidade relativa 84,26 82,26 80,23 82,78 81,79 71,84 67,04 74,69
média (%)

Velocidade média 1,46 0,98 1,15 0,89 0,96 0,91 1,73 1,43
do vento (m/s)

Precipitacédo total 273,7 36,5 2,0 13,2 4,2 0,0 50,7 118
(mm)

Evaporacgéo 2,55 2,48 3,09 2,70 2,62 4,02 5,19 3,8
média (mm)

Insolacdo média 6,72 7,05 8,12 5,22 5,65 7,90 6,70 2,80
(h)

Fonte: Distrito Meteorol6gico de Vigosa (MG)

Comprimente do Dig, Hora

.|.|||__J_|-||||||:||||||II
Jan Fey mar abr smai oun Jlh ago set out Nov Dez

Meses
Figura 1. Evolucdo do comprimento do dia de Vigcosa (MG).
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Os dados obtidos foram analisados utilizando-se a técnica de superficie
de resposta. Os modelos foram escolhidos, baseando-se na significancia do
teste t, ao nivel de 5% de probabilidade, no coeficiente de determinacéo e no
fendmeno em estudo.

2.4. Crescimento

O crescimento das plantas foi monitorado por meio de medicdes
periddicas da altura, numero de folhas, comprimento e largura da folha maior e
da folha com dimensbes médias, massa fresca e seca da parte aérea. As
primeiras medicGes foram realizadas no dia em que implementou-se o regime
de sombreamento, denominado de dia zero. A altura das plantas, o
comprimento e a largura da folha maior e da média foram medidas, em cada
época, por meio de régua milimetrada. O numero de folhas em cada planta,
incluindo as folhas em inicio de expansdo, com cerca de 3,0 cm de
comprimento, e as folhas em inicio de senescéncia; ou seja antes da abscisdo
foram contados. Em cada época de colheita, estimou-se, ainda, a area da folha
maior e da folha com dimensdes médias.

Na determinacdo da é&rea foliar foi utilizado procedimento similar ao
adotado por FIGUEIREDO (1998), em plantas de T. parthenium. Determinou-se
0 comprimento e maior largura das laminas foliares maior e de dimensé&o
média, por meio de régua milimetrada, e a area destas mesmas laminas por
meio do medidor de area foliar portatil Licor, modelo 3000. Esse mesmo
procedimento foi repetido por mais trés vezes com plantas em outros estadios
de desenvolvimento. Esses dados foram, entdo, submetidos a analise de
regressao multipla visando estimar a equagédo que mais se ajustava aos dados:
Y= 4,46065 + 1,15393C - 0,0241692C? - 5,03714L + 0,701271L% + 0,192815CL,
cujo coeficiente de determinacdo foi r* = 0,9169. Posteriormente, em cada
época de colheita, foi possivel estimar a area das folhas maior e de dimensao
média sem retird-las das plantas, procedendo-se apenas medidas de
comprimento (C) e largura (L) maximas dessas laminas foliares, por meio da
equacao obtida anteriormente. A area foliar total foi, em seguida, estimada pelo
produto da area foliar média de cada planta pelo numero de folhas.

As épocas de colheita foram determinadas com base nos resultados de
HENDRIKS et al. (1997) e de FIGUEIREDO (1998) com plantas de T.
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parthenium. As colheitas da parte aérea das plantas foram realizadas
manualmente, cortando-se o caule rente ao solo com tesoura de poda, sempre
no horario compreendido entre 17:00 e 18:00 horas. A massa fresca e seca da
parte aérea foi determinada em balangca semi analitica a partir de 30 dias apoés
inicio do experimento. As plantas coletadas, em cada época, foram
acondicionadas em sacos de papel Kraft e levadas a sala de secagem do
Grupo Entre Folhas (UFV, Vigcosa), onde permaneceram espalhadas em
bandejas, a temperatura ambiente e umidade controlada em 50%, por meio de
desumidificador. ApGs cerca de vinte dias determinou-se a massa dessas
plantas, que foi denominada de massa seca da parte aérea. Posteriormente, as
plantas foram embaladas em sacos de polipropileno e armazenadas em "
freezer " a - 40 °C, com o fim de preservar o principio ativo de possiveis
contaminagBes fungicas, até sua utilizacdo na extracdo de partenolideo,

aproximadamente cinco meses depois.

2.5. Avaliacdo do Metabolismo Primario

Em todas as épocas, estimou-se a massa fresca e seca da parte aérea,
teor relativo de clorofila, de agucares sollveis totais, redutores, ndo redutores e
de amido nas folhas do terco superior das plantas.

As amostras foliares destinadas a extracdo e determinacdo do teor de
acucares soluveis e de amido, obtidas nas folhas expandidas do 2° e 3° n6 a
partir do apice, foram, logo que mletadas, congeladas com nitrogénio liquido,
acondicionadas em sacos de polipropileno e armazenadas em "freezer" a - 40
°C até sua utilizacdo. O extrato destinado a determinacéo de agucares soluveis
totais e de acucares redutores foi obtido da maceracdo de 300 mg de folhas,
em almofariz e pistilo, utilizando-se etanol aquoso 80% v/v, fervente. O
macerado obtido foi centrifugado a 3000 g, durante 10 minutos, sendo o
precipitado ressuspendido e centrifugado por mais duas vezes. O volume final
foi ajustado em 25 mL, com etanol aquoso 80% v/v. Desse extrato etandlico,
uma aliquota de 10 mL foi colocada em funil de separacao com igual volume de
cloroférmio. Apds agitacdo e cinco minutos de repouso, a fase aquosa foi
coletada, e a fase cloroférmica foi submetida a lavagens sucessivas com 1 mL

de agua destilada, sendo estas fases aquosas combinadas com a anterior. O
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extrato agquoso combinado foi evaporado em evaporador rotativo a vacuo, a
45°C. ApOs a evaporagdo, o residuo foi ressuspendido em 3 mL de agua
destilada e reservado para posterior determinagao do teor de amido.

A determinacdo do teor de acUcares soluveis totais foi, entdo, realizada,
com aliquotas desse extrato e reacdo com antrona (HODGE e HODFREITER,
1962, GOMES, 2000). O teor de agucares redutores foi determinado conforme
metodologia descrita por NELSON (1944) e adaptada por SOMOGY (1952) e o
teor de acucares nao redutores foi estimado por meio da diferenga entre o teor
de acucares soluveis totais e de acucares soluveis redutores.

Na extracdo de amido Di utilizado o residuo proveniente da extracdo de
acucares sollveis totais, ressuspendido em 5,75 mL de acido perclérico a 30%
e mantido em repouso por 30 minutos, com agitacées ocasionais. A suspensao
foi, entdo, centrifugada a 3000 g durante dez minutos. Esse procedimento foi
repetido por mais duas vezes, sendo o precipitado descartado e os
sobrenadantes combinados. O volume final foi ajustado, com agua destilada,
em 50 mL. A determinacdo do teor de amido foi feita em aliquota do extrato,
por meio da reacdo com antrona (McCREADY et al., 1950, citado por GOMES,
2000).

2.6. Extracéo e Determinacgdo de Partenolideo

A extracdo do partenolideo, feita com a parte aérea das plantas (folhas,
botbes florais e inflorescéncias, sem 0s ramos mais espessos), foi realizada de
acordo com método descrito por BROWN et al. (1997; 1999), com adaptacdes.
Hastes ou ramos mais espessos das plantas foram removidos a fim de facilitar
a moagem, e folhas e inflorescéncias foram moidas em moinho mecanico e
utilizadas na extracdo de partenolideo. Amostras de 200 mg da parte aérea das
plantas foram homogeneizadas em 16 mL de cloroférmio e em seguida,
submetidas a "banho maria", com ultrassom, por 15 minutos. Posteriormente,
esse extrato foi filtrado em funil de vidro com papel filtro Whatmann n° 1. O
filtrado foi, entdo, levado ao evaporador rotativo a 38 °C, visando eliminacdo
completa do solvente. ApGs pesagem do residuo solido, este foi ressuspendido
em cloroférmio e acondicionado em frascos com tampa rosqueavel, onde foi
deixado por cerca de 12 a 15 horas, a temperatura ambiente, até completa

evaporacdo do solvente. As condicbes de determinacdo do teor de
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partenolideo em cada amostra foram similares as descritas por HENDRIKS et
al. (1997).

Os extratos foram analisados por cromatografia gasosa, utilizando-se
aparelho Shimadzu, modelo GC - 17A, equipado com detector de ionizacao de
chama, acoplado a registrador e integrador C-R6A Cromatopac. A coluna
utilizada foi a capilar SBP-5 (Supelco), com 30 cm de comprimento por 0,25
mm de diametro interno, e filme com espessura de 0,25 mm. O gas carreador
foi o nitrogénio. As temperaturas utilizadas no injetor (270 °C) e no detector
(300 °C) foram definidas durante os testes preliminares. A temperatura da
coluna durante a extracdo aumentou de 220 a 250 °C, com isoterma de dez
minutos em 250 °C.

As amostras do extrato foram precisamente pesadas (cerca de 10 mg) e
diluidas em 10 mL de cloroférmio, sendo injetado 1 nL do extrato no
cromatdgrafo. Essas aliquotas (1 nl) do extrato total foram analisadas para a
quantificacdo do teor de partenolideo, por referéncia com curva padréo. Esta
foi construida utilizando-se dados de injecbes de 50 a 250 ppm do padrédo
comercial de partenolideo, dissolvido em cloroférmio.

O teor de partenolideo nas amostras foi expresso de duas formas: (1) teor

de partenolideo por planta individual, em relacdo a massa seca da parte aérea
(em miligrama) e (2) teor de partenolideo em 100 gramas de massa seca

(porcentagem).

2.7. Estudo anatdmico

Durante as colheitas da parte aérea das plantas retirou-se secdes foliares,
com aproximadamente 5 mm, de cada planta, para a montagem de laminas
permanentes com cortes transversais e secdes foliares com cerca de 1 cm?
destinadas a diafanizagé&o.

As secdes foliares menores foram feitas, procurando-se evitar a regido
das nervuras, a partir das folhas expandidas do segundo ou terceiro par a partir
do apice. Imediatamente apds a secdo das folhas, as amostras foram fixadas
em solucdo de formol - acido acético - etanol aquoso 50% v/v, (FAA) 50% v/v
na proporgdo 1:1:9 v/v, submetidas a vacuo a fim de facilitar a infiltracdo do
fixador JOHANSEN, 1940). Ap6s 24 horas, a solucdo de FAA foi retirada, as
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amostras foram lavadas e iniciou-se, no Laboratério de Anatomia Vegetal do
Departamento de Biologia Vegetal, a etapa de desidratacdo etilica progressiva
a partir da solucdo aquosa de etanol 70% v/v. Na etapa seguinte, as amostras
foram submetidas a inclusdo em historresina (Technovit 100, da Khulzer). As
secoes foliares foram, entédo, colocadas primeiro numa mistura de etanol 95%
viv e resina (solucdo de infiltragdo Technovit 100, da Khulzer), onde
permaneceu por quatro horas. Em seguida foram colocadas em solugdo de
infiltracdo pura por 24 horas, e finalmente em solucdo de inclusao (15 mL da
solucdo de infitracdo e 1 mL do endurecedor, Technovit 100, da Khulzer).
Posteriormente essas amostras foram emblocadas em moldes plasticos e
colocadas em estufa a 50 °C até ocorrer a polimerizagdo da mistura. Nos
blocos, assim obtidos, foram feitos cortes transversais de 7 nm de espessura
por meio de micrétomo rotativo (LEICA, 2045, da Multicult), os quais foram
distendidos em laminas de vidro. Em seguida, os cortes, foram coloridos com
azul de toluidina, e montados entre lamina e laminula com balsamo do Canada
(BERLYN e MIKSCHE, 1976).

Nessas laminas foram feitas medicdes da espessura da lamina foliar, das
epidermes, do parénquima palicadico, do parénquima lacunoso e das células
epidérmicas, com o auxilio de ocular de tambor micrométrico em dez campos
microscépicos de cada amostra em estudo. A observacdo e documentacéo
foram feitas em fotomicroscépio Olympus, modelo AX70, equipado com
sistema fotogréafico U-photo, no Laboratorio de Anatomia vegetal.

As amostras foliares destinadas a diafanizacao foram fixadas em solucao
aquosa de etanol 50% v/v, onde permaneceram por uma semana, quando
foram submetidas a hidratacdo com solucdes aquosas de etanol, a partir de
etanol aquoso 50% v/v até agua. Em seguida, foram colocadas primeiro em
solucdo de hidréxido de sodio (NaOH) 10% v/v, por cerca de duas horas,
depois em peroxido de hidrogénio (H202) 20% v/v, por cerca de trés horas, e
por ultimo em solucdo de cloral hidratado (CCLCHO xH,0) 10% v/v, por cerca
de uma hora. Os segmentos, antes de serem colocados nessas solucoes,
foram lavados exaustivamente com agua destilada, eliminando-se, assim,
residuos da solucdo anterior. Posteriormente, iniciou-se a desidratagdo com

solucdes aquosas de etanol, de etanol 30% v/v até etanol 50% v/v, quando foi
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submetido a coloracdo com fucsina acida e azul de Astra (JOHANSEN, 1940).
Em seguida, continuou-se a desidratacdo com solugdes aquosas de etanol,
com etanol/agua 90 e 100% v/v e solucdes de etanol 100% com xilol, nas
proporgdes de 3:1, 1:1 e 1:3, e com solucdo de xilol puro. Posteriormente, as
secOes foram, entdo, montadas em laminas permanentes com balsamo do
Canada. Nas laminas diafanizadas identificou-se 0s tricomas presentes e

estimou-se a densidade de tricomas tectores e glandulares.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Crescimento

A reducdo na irradiancia causou aumento na altura, na area foliar total de
cada planta, na area da folha maior e da folha de dimensGes médias das
plantas de Tanacetum parthenium, em funcédo do tempo, em dias, apos inicio
do sombreamento (D). O numero de folhas, ao contrario, ndo foi modificado
devido ao nivel de irradiancia (Quadro 3).

As plantas crescidas a pleno sol atingiram cerca de 0,76 m, enquanto
aquelas crescidas em menores niveis de irradiancia tornaram-se mais altas. As
plantas mantidas por 105 dias em ambiente com 30 ou 50% de sombreamento
alcancaram, em média, respectivamente, 0,92 m e 1,06 m de altura, Figura 2
(a). Portanto, considerando-se as médias obtidas no nivel de maior irradiancia,
pleno sol, como parametro, houve aumento em torno de 21 e 39%,
respectivamente, na altura das plantas crescidas a 30 e 50% de
sombreamento. O valor adaptativo disso é Obvio, uma vez que possibilita a
essas plantas ocuparem o0 espaco acima das outras. Segundo MORELLI e
RUBERTI (2000), apesar das respostas ao sombreamento serem diversas, o
estimulo no crescimento em altura é das respostas mais caracteristicas e

rapidas do sombreamento.
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Quadro 3 Equacdes ajustadas das variaveis altura, area foliar total de cada
planta, nimero de folhas, area da folha maior e da folha de
dimensdes médias das plantas de Tanacetum parthenium, em
funcédo do nivel de irradiancia (L) e do tempo, em dias, ap0s inicio
do experimento (D) e respectivos coeficientes de determinacéo (r?)

Variavel Equacao r
Altura Y=0,12139 - 0,00072™L + 0,00280 D + 0,00003 D? + 0,00007 LD 0,99
Area foliar total Y = -0,06568 + 0,00515 L + 0,02960 D -0,00023 D> 0,80

NUmero de folhas Y =143

Areadafolha Y =0,00613 - 0,00006 ™ L + 0,000002" L + 0,00011 D - 0,74
maior 0,0000014" D*

Area dafolhac/ Y =0,00218 - 0,000024 ™ L+ 0,000001" L + 0,00011 D -

dimensdes médias 0,0000012** D? 0,73

ns, *ou ** indicam, respectivamente, néo significativo, significativo a 5% ou 1%, pelo teste t.

Essencialmente, as plantas sdo capazes de evitar ou tolerar o
sombreamento. As plantas, que respondem ao sombreamento com maior
crescimento em altura, sdo capazes de "evitar" as alteracées mais prejudiciais
devido ao sombreamento (TAIZ e ZEIGER, 1998; MORELLI e RUBERTI,
2000). Esse é o caso de Salvia officinalis e Thymus vulgaris, que segundo LI et
al. (1996), a semelhanca de T. parthenium, tiveram maior crescimento em
altura com a reducdo no nivel de irradidncia incidente. Plantago major, ao
contrario, teve menor crescimento em extensdo, quando cresceu sombreado
(SOUZA, 1998).

As variaveis area foliar total de cada planta, Figura 2 (b), area da folha
maior, Figura 3 (a), e da folha de dimensbes médias, Figura 3 (b), tiveram
comportamento quadratico, em funcdo dos dias apds inicio do experimento. A
area foliar total de cada planta, Figura 2 (b), foi maior nas plantas crescidas em
menores niveis de irradiancia. O valor maximo dessa variavel (1,14 m?),
estimado fixando-se o nivel de irradiancia, foi alcancado 64 dias apos inicio do
experimento, pelas plantas crescidas em 50% de sombreamento. Nesse

mesmo dia, as plantas crescidas a 30% de sombreamento alcancaram 1,04 m?
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e as crescidas a pleno sol atingiram 0,89m?. Assim, admitindo-se as médias

das plantas crescidas a pleno sol como parametro, as plantas crescidas com

50% de sombreamento tiveram, nesse dia, area foliar total 28% maior e altura
39% maior. Segundo NOBEL (1991), folhas sombreadas podem ter area

superficial 20 a 80% maior do que folhas crescidas ao sol. A reducao no nivel

de radiacdo incidente induziu, portanto, as plantas a investirem maior

proporcao dos seus recursos no crescimento em altura e em area foliar.
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Folhas de plantas de aveia crescidas em ambientes com alta
luminosidade foram maiores do que folhas de plantas crescidas em ambientes
com irradiancia reduzida (KUBINOVA, 1991). Hughes (1959), citado por
CUTTER (1987), verificou aumentos progressivos na area foliar de plantas de
Impatiens com a diminuicdo da luz incidente. FRIEND e POMEROQY (1970)
verificaram aumento na area foliar de plantas de trigo crescidas em menores
irradiancias. Segundo eles, esse efeito pode decorrer tanto de aumento na
expansdo celular, quanto de aumento no numero de divisbes celulares ao
longo da lamina foliar. SOUZA (1998), no entanto, obteve plantas de Plantago
major com maior area foliar total em ambiente com 100% de luminosidade (em
média diaria de 306 mmol de fétons m? s1). Segundo CUTTER (1987), folhas
de sombra caracteristicamente tém maior area de limbo e sdo menos
espessas.

Considerando-se que a parte da planta com maior concentracdo de
partenolideo e mais utilizada com fins terapéuticos € a folha (HENDRIKS et al.,
1997), é extremamente interessante obter plantas com maior area foliar. A
reducdo na éarea foliar total das plantas, verificada nas Ultimas épocas de
colheita, provavelmente ocorreu tanto devido a perda das folhas senescentes
(folhas mais basais), quanto devido a redugéo mas dimensodes das folhas. Isto
porque a metodologia de area foliar total por planta adotada considerou nao
apenas o numero de folhas em cada planta mas também a dimenséo.

Como a variavel area foliar total por planta, as variaveis area das folhas
maior e com dimensdo média tiveram comportamento quadratico (Quadro 3).
As médias das variaveis area da folha maior, Figura 3 (a), e da folha de
dimensdes médias, Figura 3 (b), também foram maiores nas plantas crescidas
sob irradiancia reduzida. Verifica-se que a é&rea foliar total por planta
correlaciona-se positivamente tanto com a area da folha maior, quanto com a
area da folha com dimensdes médias; sendo que apenas esta Ultima
correlacdo € estatisticamente significativa (Quadro 4). Assim, provavelmente as
alteracdes na area foliar total por planta devem-se, principalmente, a variacées

na dimensao das folhas.
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Quadro 4. Estimativa do coeficiente de correlagdo simples das variaveis altura
(H), nimero de folhas (NF), area foliar total (AF), area da folha maior
(AF;) e da folha com dimensdes médias (AF,;) da parte aérea de
plantas de Tanacetum parthenium, em funcdo dos dias apdés inicio
do experimento, nas condi¢cdes de pleno sol (0%), 30% e 50% de

sombreamento
Nivel de Variaveis Me R
sombreamento H NF AF AR, AF,
H 1,0000 0,8110* 0,4446* -0,3918*  -0,2358™
0% NF 1,0000 0,4488*  -0,2955™ -0,0857™
AF 1,0000 0,3175™ 0,6487**
H 1,0000 0,6776** 0,7728** 0,6633**  0,6999**
30% NF 1,0000 0,5292**  0,7056** 0,7196**
AF 1,0000 0,5700**  0,7028**
H 1,0000 0,7239** -0,5344™ -0,2704™ -0,0517™
50% NF 1,0000 -0,7774* -0,2879™  -0,2026"™

AF 1,0000 0,2484™  0,1766™

*, ** e ns representam significativo a 5% oul%, e ndo significativo pelo teste t.

3.2. Metabolismo Primério

A reducgédo na irradiancia luminosa incidente nas plantas de T. parthenium,
por meio de sombreamento, ndo alterou significativamente o acumulo de
massa fresca e seca (Quadro 5), apesar de ter causado aumento significativo
na altura e na area foliar total de cada planta. SOUZA (1998) e MARENCO e
REIS (1998), no entanto, verificaram redugdo no acumulo de massa seca em
funcéo do nivel de irradiancia, respectivamente em plantas de Plantago major e
Ischaemum rugosum.

Segundo TEI et al. (1996), o acumulo de massa seca resulta da radiacéo
fotossinteticamente ativa absorvida pelas folhas, da eficiéncia média de
conversao da radiacdo absorvida em massa seca e da particdo desta entre as
partes coletoras de luz e o restante da planta. Portanto, o sombreamento das
plantas de T. parthenium, e conseqiente reducdo nos niveis de radiacdo
fotossinteticamente ativa, ndo foi suficiente para diminuir significativamente o
acumulo de massa seca. Possiveis reducfes na espessura das laminas foliares

(variavel ndo determinada), e insuficiente aumento na area foliar podem ter
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contribuido para a auséncia de efeito significativo do sombreamento sobre o
acumulo de massa seca. Outra possibilidade é ter havido aumento na eficiéncia
média de conversdo da radiacdo em massa seca nas plantas crescidas em
menores irradiancias, mascarando, assim, os efeitos da reducéo na irradiancia.
Isso pode ter ocorrido, por exemplo, devido a alteragbes no aparato

fotossintético ou a rearranjos dos cloroplastos nas folhas.

Quadro 5- Equacdes ajustadas das varidveis massa fresca, e seca da parte
aérea, teor de acUcares solUveis totais, de acgUcares redutores, de
acucares nao redutores, de amido e teor relativo de clorofila, em
funcdo do nivel de irradiancia (L) e do tempo, em dias, apdés inicio do
experimento (D) e respectivos coeficientes de determinacéo (r?)

Variaveis Equacéo r
Massa fresca Y =172,52 -
Massa seca Y = 47,00 -

Y = 12,5970 -2,5518 L + 0,031033 L® + 4,32026 D -

Acucares totais 002956~ D2

0,69
AcUcares redutores Y=55,5000 - 0,1292" L - 0,3714 D 0,78
Acucares ndo redutores Y= -69,6321 - 2,5273 L+ 0,03214 L+ 4,8385 D - 0,03072 D> 0,71

Amido Y= -78,3600 - 0,8614 L + 0,0143 L? + 3,6220 D - 0,02315 D* 0,78

Y= 44,5703 + 0,024487™L - 0,002025 L% - 0,298877 D +

Clorofila 0,00185846 D’ + 0,00355 LD

0,76

Partenolideo (%) Y= 2,02622 - 0,0193783 L - 0,0128810 D + 0,000247597 LD 0,23

Partenolideo por planta Y= 461,4 —

ns, * ou ** indicam, respectivamente, nao significativo, significativo a 5% ou 1%, pelo teste t.

Além disso as plantas utilizadas na determinacdo da massa seca foram
as mesmas utilizadas na extracdo e determinacao de partenolideo. Como até o
momento das colheitas ndo se sabia com certeza se a secagem em estufa a 60

ou 70 °C poderia afetar esse principio ativo, uma vez que a literatura a esse
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respeito € confusa (BROWN et al., 1997; 1999; HENDRIKS et al., 1997), as
plantas foram apenas desidratadas (a temperatura ambiente e umidade
controlada em 50%). Assim, € provavel que um pouco de agua tenha
permanecido nos tecidos vegetais.

Apesar da massa seca nao ter sido alterada significativamente pela
reducdo da luminosidade incidente nas plantas, verificou-se diminui¢do no teor
de acucares nas folhas (Figuras 4 a 6). Decréscimos na irradiancia propiciam,
segundo KASPERBAUER (1994) e DUBEY e PESSARAKLI (1995), menor taxa
fotossintética. Portanto, a reducéo nos teores de agucares sollveis e de amido,
decorrente da reducdo na irradiancia, provavelmente indica a ocorréncia de
alteracbes no processo fotossintético ou na relacéo fonte /dreno.

Essas alteracbes no processo fotossintético, segundo MURCHIE e
HORTON (1997), podem ser devidas apenas a modificacdes nos processos de
controle do nivel de excitacdo da membrana fotossintética e das atividades das
enzimas de assimilagdo de carbono e de minerais inorganicos, ou mesmo a
alteracdes no préprio aparato fotossintético. Os cloroplastos, por exemplo,
migram, nessas situacdes, para sitios de melhor iluminacdo, o que permite
maximizar a absorcao de luz e a producdo de taxas fotossintéticas maximas
(KAGAWA e WADA, 1999).

Os teores de acucares soluveis totais, de agucares sollveis ndo redutores
e de amido tiveram comportamento quadratico, Quadro 5, e tenderam a ser
maiores nas plantas crescidas a pleno sol. Segundo KHANNA-CHOPRA
(2000), a producdo de massa seca € determinada pelo total de radiacdo
fotossinteticamente ativa interceptada pelas folhas e pela eficiéncia com que a
energia € convertida em massa seca. Portanto, maior teor de fotoassimilados
era esperado nas plantas crescidas a pleno sol.

Fixando-se o nivel de irradiancia, verificou-se maior teor de acucares
solaveis totais, (145,3 mg de acucar /grama de massa fresca, 73 dias apos
inicio do experimento nas plantas a pleno sol. Nesse mesmo dia, as plantas
crescidas em e 30% (96,6 mg de acucar / grama de massa fresca) e 50% (95,2
mg de acUcar /grama de massa fresca) de sombreamento tiveram teores

menores, Figura 4.
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Figura 4. Estimativa do teor de acucares sollveis totais, em miligrama por
grama de massa fresca (mg/ g MF) nas folhas expandidas do 2° e 3°

nés das plantas de Tanacetum parthenium, em funcdo dos dias apos
inicio do experimento, nas condicbes de pleno sol (e, 0% de

sombra), 30% (s) e 50% de sombreamento (m).

O teor de acUcares redutores, monossacarideos simples como a glicose,
Figura 5 (a), diminuiu linearmente com o tempo em dias apoOs inicio do
sombreamento. O maior teor de acUcares redutores ocorreu nas plantas
crescidas a pleno sol, e o menor nas plantas crescidas em 50% de
sombreamento. o teor de agUcares ndo redutores, como a sacarose, principal
forma transportavel de acucar, Figura 5 (b), aumentou. Fixando-se o nivel de
sombreamento, verifica-se que o teor maximo de aguUcares ndo redutores,
Figura 5 (b), ocorreu 79 dias apods inicio do experimento, nas plantas a pleno
sol (120,9 mg /g de massa fresca). Nas plantas crescidas em 30% (74,0 mg /g
de massa fresca) e 50% (74,9 mg /g de massa fresca) de sombreamento houve
menor teor de agucares nao redutores. A reducdo no teor de acucares pelo
sombreamento das plantas deveu-se mais a redu¢des no acumulo de acgucares
nao redutores (em torno de 38%), do que a reducdes no acumulo de acucares
redutores (em torno de 3%). Portanto, provavelmente, o sombreamento
prejudicou mais a particdo de fotoassimilados do que a capacidade
fotossintética dessas folhas.
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O teor de amido, Figura 6, também foi maximo nas plantas a pleno sol,
cerca de 78 dias ap0s inicio do experimento, quando as plantas a pleno sol
continham cerca de 63,3 mg / g de massa fresca, e as plantas crescidas em
menores irradiancias, 30% ou 50% de sombreamento, continham,
respectivamente 50,3 mg / g de massa fresca e 56 mg / g de massa fresca.

O sombramento alterou o teor de acUcares totais nas folhas de T.
parthenium, e provavelmente afetou a relacédo fonte-dreno da planta, uma vez
que o crescimento em altura foi favorecido, mas o desenvolvimento dos botdes
florais ndo o foi. Segundo SMITH e WHITELAM (1997), h4 marcante
redirecionamento do fluxo de fotoassimilados, dos érgdos fonte e dos sitios de
armazenamento em dire¢cdo ao crescimento em altura, nas plantas capazes de
evitar a sombra, o que parece ter acontecido nessas plantas. Tanto a sintese
de sacarose e de amido, quanto a alocacédo de carbono dentro da planta tem
padrbes distintos, que sdo completamente reproduziveis em condicGes
ambientais constantes, mas podem mudar rapidamente se essas condi¢des
séo alteradas (DICKSON, 1991).
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Figura 6. Estimativa do teor de amido, em miligrama por grama de massa
fresca (MF) nas folhas expandidas do 2° e 3° nés das plantas de
Tanacetum parthenium, em funcdo dos dias apoOs inicio do
sombreamento, nas condi¢cdes de pleno sol (@), 30% (A) e 50% (m)
de sombreamento.
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MARENCO e REIS (1998) determinaram o teor de aclUcares em 6rgaos
de Ischaemum rugosum, importante invasora do arroz irrigado, cultivada em
ambiente sombreado, e verificaram alteracdo na relacdo fonte-dreno da planta.
Nas condicbes de irradiancia mais altas, segundo esses autores, as raizes
foram os drenos preferenciais, mas com altos niveis de sombreamento, as
folhas foram os drenos preferenciais.

O sombreamento causou atraso na emissdo de botédo floral nas plantas
de T. parthenium, sendo maior nas plantas crescidas em 50% de
sombreamento (Quadro 6). As plantas mantidas em pleno sol foram as
primeiras a florir, assim como foram as com maior area foliar total por planta. A
floracdo em Tropaelum majus, similarmente, ocorreu, primeiro nas plantas
crescidas a pleno sol (CASTELLANI, 1997).

Os primeiros botbes florais (Quadro 6) apareceram 64 a 68 dias apdés
inicio do experimento, quando a area foliar total maxima, Figura 2 (b), foi
verificada nas plantas crescidas a 50% de sombreamento. Esses dados, junto
com os dados referentes ao acumulo de acucares fotoassimilados corroboram

a possibilidade de ter ocorrido alteragao na relagao fonte/dreno.

Quadro 6. Tempo médio, em dias apds inicio do experimento, de emissédo de
botdes florais (TM), e nimero médio de inflorescéncias por planta
(N) na ultima época de colheita das plantas de Tanacetum
parthenium crescidas nas condi¢cdes de pleno sol (0%), 30% e 50%
de sombreamento

Nivel de sombreamento ™ NI
0% 64 83,5
30% 67 82,3
50% 68 61,5

A emisséao dos botdes florais nas plantas crescidas a pleno sol (Quadro 6)
ocorreu 64 dias apOs inicio do experimento, concomitante, portanto, com a
reducdo na area foliar total de cada planta, Figura 2 (b). Os botbes florais
surgiram primeiro nas plantas crescidas a pleno sol, que na ultima época de

colheita foram as plantas com maior niumero de inflorescéncias. Isso e a
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tendéncia a decréscimo nos niveis de acUcares redutores, Figura 5 (a), pode
ser explicado em funcdo de provavel alteracdo na relacdo fonte-dreno, e
portanto, na alocacéo de carbono.

O teor de clorofila foi estimado no intuito de avaliar indiretamente
possiveis efeitos no desenvolvimento das plantas, uma vez que a perda de
clorofila € sintoma caracteristico da senescéncia. Nas plantas crescidas a pleno
sol, 0% de sombreamento, houve reducdo de 14% no teor relativo de clorofila,
Figura 7, em funcdo do tempo, em dias apoés inicio do experimento: de 37,3
numeros de SPAD para 32.

O teor relativo de clorofila, estimado em ndmeros de SPAD, foi maximo
aos 52 dias apoés inicio do experimento nas plantas crescidas em 50% de
sombreamento. Fixando-se o nivel de irradiancia, verificou-se, aos 52 dias,
39,25 SPAD ressas plantas, 38,45 SPAD nas plantas crescidas a 30% de
sombreamento e 34,05 SPAD nas plantas crescidas a pleno sol. Portanto, o
sombreamento causou aumento no teor relativo de clorofila: 11% e 33%,
respectivamente nas plantas crescidas em 30 ou 50% de sombreamento. Esse
aumento no teor relativo de clorofila nas plantas crescidas sombreadas é
decorrente, provavelmente, de modificacdes no processo fotossintético e de
rearranjos no posicionamento dos cloroplastos que permitiriam maior captacao
de fétons. Segundo KAGAWA e WADA (1999), os cloroplastos tendem a migrar
para sitios melhor iluminados nas folhas, posicionando-se de modo a otimizar a
absorcdo de luz e gerar taxas de fotossintese méaximas. Todas essas
alteracbes sao utilizadas pelas plantas como meio de otimizar suas taxas
fotossintéticas.

Considerando-se a reducao no teor relativo de clorofila como sintoma
caracteristico da senescéncia foliar, segundo RAO e KHAN (1983), o aumento
no teor relativo de clorofila nas plantas de T. parthenium crescidas sombreadas
pode significar atraso no processo de senescéncia. De fato, segundo os
mesmos autores, a senescéncia segue padrdes caracteristicos de
decomposicdo e metabolismo, que sdo modulados por fatores internos e

ambientais.
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Figura 7. Estimativa do teor de clorofila, em numeros de SPAD, nas folhas
expandidas do 2° e 3° nés das plantas de Tanacetum parthenium,
em funcado dos dias apos inicio do sombreamento, nas condi¢cdes de
pleno sol (@), 30% (A) e 50% (m) de sombreamento.

3.3 Densidade de Tricomas

A epiderme unisseriada das plantas de T. parthenium € revestida em
ambas as faces por tricomas tectores, ou de protecdo, e por tricomas
secretores ou glandulares. A reducdo na irradidncia nédo afetou
significativamente a densidade de tricomas (Apéndice) nas folhas dessas
plantas no periodo acompanhado.

O numero de tricomas, segundo alguns autores, como CROTEAU et al.
(1981), aumenta durante todos os estadios do desenvolvimento, WERKER et
al. (1993) e ASCENSAO et. al. (1998), no entanto, tém, ao contrario, concluido
que o numero final de tricomas nas folhas é estabelecido ainda na fase de
diferenciacao, estadio inicial do desenvolvimento das folhas, cessando durante
0 processo de expansao foliar. Segundo WERKER et. al. (1993) desde de que
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algumas zonas meristematicas permanecam, localizadamente, nas folhas em
crescimento intenso, tricomas glandulares novos em varias fases de
desenvolvimento podem ser observados juntos nas folhas. Mais tarde com a
expansdo das células da folha em desenvolvimento, novos tricomas
glandulares ndo sdo produzidos, e aqueles ja existentes tornam-se mais
distantes um dos outros, diminuindo, assim, a densidade de tricomas nas
folhnas. Como o numero de tricomas ndo € afetado por fatores ambientais,
provavelmente a variacdo na éarea foliar ndo foi suficiente para afetar

significativamente a densidade de tricomas.

3.4. Metabolismo Secundario

O teor de partenolideo por planta individual, similarmente ao acimulo de
massa seca, ndo variou significativamente em funcéo dos niveis de irradiancia
(Apéndice). No entanto, aos 30 dias de experimento, verificou-se queda de
41% e 68%, respectivamente, no teor de partenolideo por planta crescida a
30% ou 50% de sombreamento com a reducdo no nivel de irradiancia, Figura
8. A maior exposicdo a luz solar pode, dentro de certos limites, implicar em
aumento da temperatura e fotossintese, aumentando a producdo de

metabdlitos primarios e secundarios (TAIZ e ZEIGER, 1998)
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Figura 8. Estimativa do teor de partenolideo, em miligramas por planta de
Tanacetum parthenium, em funcdo dos dias apo6s inicio do
sombreamento, nas condi¢des de pleno sol (@), 30% (A) e 50% (m)
de sombreamento.
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O teor maximo de partenolideo por planta ocorreu nas plantas crescidas a
pleno sol, cerca de 90 dias ap6s o inicio do experimento, Figura 8. Aos 90 dias,
o teor de partenolideo foi, respectivamente, 50% e 15% menor nas plantas
crescidas a 30% e 50% de sombreamento. Chambéa (Justicia pectoralis),
similarmente, teve maior producédo de cumarinas quando cresceu em ambiente
com alta irradiancia (BARROS, 1992, citado por CASTELLANI, 1997).

Analisando-se o0s efeitos do sombreamento na porcentagem de
partenolideo, em relacdo a massa seca, verificou-se nas plantas sombreadas,
Figura 9, menor variacdo no teor de partenolideo durante o crescimento das
plantas de T. parthenium. A andlise da declividade das linhas de tendéncia,
Figura 9, indica que engquanto o teor de partenolideo nas plantas a pleno sol
diminui a cada dia em 0,0129%, nas plantas a 30 e 50% de sombreamento

essa reducdo é de, respectivamente, 0,0054% e 0,0005%.
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Figura 9. Estimativa do contetdo de partenolideo, em porcentagem de peso da
matéria seca na parte aérea de plantas de Tanacetum parthenium,
em funcdo dos dias apds inicio do sombreamento, nas condicées de
pleno sol (@), 30% (A) e 50% (m) de sombreamento.
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Segundo HENDRIKS et al. (1997) e BROWN et al. (1996), o teor maximo
de partenolideo encontrado nas plantas de T. parthenium é em torno de 1,72%,
em relacdo a massa seca da parte aérea. No entanto, verificamos que nas
plantas crescidas a pleno sol o teor de partenolideo no inicio do
desenvolvimento chegou a ser pouco maior (2,02%), decrescendo bastante
com o tempo em dias. Em plantas crescidas sombreadas o teor maximo de
partenolideo foi menor, 1,5% da massa seca.

O papel da luz na sintese de principios ativos ainda ndo estd bem
definido. Os Oleos essenciais tem sido alvo de grande interesse nos ultimos
anos. No entanto, ha relativamente pouca informacdo na literatura referente ao
comportamento das lactonas sesquiterpénicas, como o0 partenolideo, em
plantas crescidas em ambientes sombreados. A concentracdo de Oleo em
Anethum graveolens, Mentha piperita, Matricaria recutita, Ocimum sp. e
Thymus vulgaris, por exemplo, aumenta com a irradiancia (LI et al., 1996).
Similarmente ao observado com as plantas de T. parthenium 30 dias ap0s
inicio do experimento, LI et al. (1996) obteve decréscimos no teor de Oleo
guando plantas de Thymus vulgaris cresceram sombreadas.

Concluindo, verificou-se que com a redugéo na irradiancia houve aumento
no crescimento, particularmente na altura das plantas e na area foliar. As
folhas, Orgdos mais utilizados com fins terapéuticos, além de maiores,
tornaram-se mais verdes, provavelmente devido a aumento no teor relativo de
clorofila ou a alteracdo na proporcao clorofila a/ clorofila b. Apesar disso a
reducdo na luminosidade incidente provavelmente causou redugdo no processo
fotossintético e atraso no florescimento. O teor de partenolideo decresceu com
a reducdo da irradiancia; sendo que nas plantas sombreadas a variacado no teor
de partenolideo durante o crescimento das plantas foi menor. Essa menor
variagcdo € interessante em termos comerciais, uma vez que permite a
obtencdo de plantas com aproximadamente mesmo teor de partenolideo
durante todo o desenvolvimento.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

Plantas de Tanacetum parthenium, obtidas de sementes, cresceram em
vasos de 10 L, a pleno sol, ou sob 30 ou 50% de sombreamento, propiciado
por telas de sombrite colocadas em armacdes de bambu a 1,5 metros acima
dos vasos, por 105 dias. As plantas crescidas em menores niveis de
luminosidade tiveram maior altura e area foliar total, enquanto a producao de
folhas nao foi alterada pela reducéo na irradiancia.

Apesar do crescimento da parte aérea das plantas ter sido aumentado
devido ao sombreamento, verificou-se atraso na emissao de botdes florais, que
foi maior nas plantas crescidas sombreadas. Esse atraso no florescimento
acompanhou reducédo no teor de acucares soluveis e de amido. O teor de
partenolideo por planta individual, também, foi menor nas plantas crescidas sob
sombreamento. A porcentagem de partenolideo tendeu a ser superior nas
plantas crescidas a pleno sol, sendo maior antes da emissdo dos primeiros
botbes florais. Apds inicio do periodo de floracdo, a porcentagem de

partenolideo tendeu a ser maior nas plantas crescidas sombreadas.
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CAPITULO 4

HOMEOPATIA EM ARTEMISIA

1. INTRODUCAO

A maioria das plantas superiores, nativas ou cultivadas,
farmacologicamente ativas ou nao, estdo sujeitas a condicdes ambientais
desfavoraveis, aos parasitais animais e vegetais e aos predadores. A maior
susceptibilidade das plantas cultivadas aos parasitas pode ser atribuida a
varias causas, entre as quais a acentuada simplificacdo dos sistemas agro-
econdmicos. Isto é devido, principalmente, a presenca contemporanea, no
mesmo solo, de plantas da mesma espécie. Em sintese € o enfraquecimento
da resisténcia intrinseca (MICHELE, 1996; CARVALHO e CASALI, 1999).

Durante a evolugdo, as plantas, como organismos sésseis, tém
desenvolvido sofisticado sistema de defesa, baseado em fatores fisicos e
quimicos. Os mecanismos de defesa fisica mais evidentes, incluem
revestimento com tricomas tectores ou glandulares, e a producdo associada de
secrecdes de varios tipos. As defesas quimicas constituem-se de toxinas e
substancias repelentes de um ou mais tipos produzidas pelas proprias plantas
(HARBONE, 1993; CARVALHO e CASALI, 1999). As plantas tém
desenvolvido, assim, intricado aparato de transducdo de sinais, adaptando-as
as variacbes do ambiente circundante (STAUB e DENG, 1996). Esses sinais,

que podem ser comparados a linguagem dos animais, sdo especificos, e
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envolvem, principalmente, metabdlitos secundéarios, como os terpendides, 0s
alcaldides e os compostos fendlicos (PENUELAS et al., 1995).

A protecdo dos cultivos de plantas medicinais ndo pode ser idéntica a
empregada, tradicionalmente, nas producdes agricolas e de plantas
ornamentais. Devido a toxicidade, a pulverizacdo das folhas, flores e frutos
destinados ao preparo de medicamentos e cosméticos, ou ainda utilizados
complementarmente na dieta alimentar tém uso restrito. Nesse sentido, deve-
se considerar, ainda, os possiveis efeitos toxicos dos pesticidas nas abelhas e
em outros insetos, reconhecidos como Vvisitantes assiduos das espécies
medicinais MICHELE, 1996). Dificilmente, no entanto, encontra-se insumos e
pesticidas registrados com uso especifico no cultivo de plantas medicinais.

Oficializada como insumo na agropecuaria organica (BRASIL, 1999), a
homeopatia € coerente com a visdo organica, holistica, sistémica e ecoldgica.
E um sistema terapéutico natural que utiliza preparados, feitos especialmente
para estimular o sistema imunologico dos organismos. Homeopatia é uma
ciéncia cujos principios fundamentais, que regem a cura, podem ser aplicados
nao s6 aos seres humanos, mas também aos animais e aos vegetais, podendo
harmoniza-los num intervalo de tempo muito curto. A homeopatia trata o
organismo ajudando-o0 a reencontrar o seu equilibrio, portanto, estd em sintonia
com um dos principios fundamentais da ecologia, a homeostase. Na planta
sadia, as respostas a aplicacdo da homeopatia representam a patogenesia das
preparagdes e dos medicamentos. Por outro lado, nas plantas crescidas em
condicdes desfavoraveis, plantas doentes, as respostas expressam a similitude
entre a espécie e a homeopatia (ANDRADE, 2000).

Os medicamentos homeopaticos sao preparados por intermédio da
"dinamizacao”, processo que acentua as propriedades sutis de cura (MARKS,
1997). Os medicamentos homeopaticos sao preparados a partir de substancias
naturais do reino vegetal, mineral ou animal. A liberacdo do potencial interno da
substancia depende ndo sé desta, que é aglomerado de diversas energias
harmonicas entre si, mas também da escala de diluicao utilizada, que pode ser
decimal (1:10), centesimal (1:100) ou milesimal (1:1000), sendo a centesimal
(C) e a decimal (D) as mais utilizadas. Dentre os medicamentos homeopaticos

ha os nosodios, que estdo incluidos no Sistema Isopético, onde rege a Lei da
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Igualdade, ou seja, trata-se a doenca por meio das proprias causas que as
produzem, sendo de grande poder terapéutico (ANDRADE, 2000).

Na visdo dos homeopatas, segundo Egito (1999), citado por ANDRADE
(2000), em todos os organismos ha intercambio permanente e intenso entre o
todo e suas partes constitutivas, visando assegurar o funcionamento harmonico
integrado, com o objetivo de perpetuar espécies e processos. Do contrario,
estabelece-se 0 estado de desarmonia, que se revela sob a forma de doenca.
A fisica moderna tem demonstrado que o ser vivo € um campo denso de
energia. Qualquer perturbacdo nesse campo pode suscitar a doenca, assim
como alguma forma potente de energia pode reequilibra-lo (MARKS, 1997).

Ao longo da histéria da agricultura, muitos sintomas fisicos tém sido
identificados nas plantas nativas ou cultivadas, assim como em todos 0s seres
vivos, que representam tentativa de reequilibrio energético. Esses sintomas
sdo, em geral, suprimidos pela aplicacdo macica de insumos quimicos ou
similares, ao invés de se permitir que esses sintomas se manifestem,
harmonizando o ser vivo com seu habitat natural (MORENO, 1999; ANDRADE,
2000). Os preparados "dinamizados" da homeopatia reequilibram o sistema
energético sutil do corpo (MARKS, 1997). Eles séo dilui¢cBes infinitesimais da
substancia original, seja de alguma esséncia venenosa, como Atropa beladona,
seja da substancia inécua como o sal (Natrum muriaticum). O efeito ndo
depende apenas do modo como o medicamento foi preparado, mas também se
a utilizacdo esta de acordo com os principios da ciéncia homeopatica: (1)
semelhante cura semelhante, (2) experimentacdo em organismo sadio, (3)
remédio Unico e (4) dose minima (MARKS, 1997). Segundo a lei do
semelhante, proposta primeiramente por HipOcrates, as substancias curam os
mesmos sintomas que sao capazes de produzir quando experimentadas no
organismo sadio. Por meio da experimentacdo de cada substancia no
organismo, com 0 aparecimento dos sintomas artificiais, obtém-se o quadro
sintomatico, ou seja a patogenesia. O conjunto das patogenesias forma a
Matéria Médica Homeopatica (SCHEMBRI, 1976).

Na inexisténcia de Matéria Médica Homeopética Vegetal, muitas
homeopatias vém sendo experimentadas em plantas consideradas sadias, e
em plantas consideradas doentes, procurando-se em todos 0s casos, obedecer

aos principios da homeopatia. Agricultores de varios pontos do Brasil, e mesmo
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de outros paises, como Inglaterra e Cuba, vém utilizando homeopatia em
plantas com resultados positivos em relacdo ao aumento da resisténcia a
parasitas e doencas, tolerancia a condicdes fisicas improprias, florescimento,
quebra de dorméncia de sementes e producdo de mudas sadias (ARENALES,
1998; ANDRADE, 2000). A maior parte dessas experiéncias estdo sendo feitas
aplicando-se homeopatia na planta considerada sadia, a fim de investigar os
respectivos efeitos ou no organismo doente, ou estressado, com 0 objetivo de
reequilibra-lo no seu ambiente, e assim cura-lo

Arnica montana € indicada a organismos com comportamento defensivo e
hipersensibilidade ao tato apds condicbes ou situacBes traumaticas.
Considerando-se agressivos, 0s processos adaptativos impostos aos vegetais
e a condicdo de luta continua pela sobrevivéncia e perpetuacdo da espécie,
medicamentos homeopdéticos que tenham efeitos compativeis com essa
condicdo podem ser Uteis. ANDRADE (2000) ao analisar a histéria de Justicia
pectoralis, espécie origindria das Américas tropicais, onde crescem em
condicdo de sub-bosque de floresta secundéaria, e difundida em outros
ambientes, verificou muitas semelhancas com esse quadro de agresséao.

O objetivo desse estudo foi (1) determinar os efeitos da homeopatia
Arnica montana, nas escalas decimais ou centesimais, sobre o crescimento
das plantas de Tanacetum parthenium sadias e respectivo teor de partenolideo;
(2) determinar o efeito do tratamento homeopatico sobre o crescimento de

plantas de T. parthenium submetidas a deficiéncia hidrica.

2. MATERIAL E METODOS

Em dois experimentos testou-se o efeito da homeopatia Arnica montana,
em cinco poténcias, em plantas sadias de Tanacetum parthenium (L.) Schultz-
Bip. No terceiro experimento avaliou-se os efeitos da homeopatia Natrum
muriaticum, e da preparacdo homeopatica (nosédio) feita com a parte aérea da

planta de Tanacetum parthenium (L.) Schultz-Bip submetida a deficiéncia
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hidrica prolongada, na recuperacédo de plantas de T. parthenium estressadas

devido ao condicionamento, por um més, a deficiéncia hidrica.

2.1. Efeito da homeopatia Arnica montana, preparada na escala
decimal, sobre artemisia

Plantas de T. parthenium (L.) Schultz-Bip foram obtidas de sementes,
cedidas pelo Grupo Entre Folhas (Universidade Federal de Mcosa, UFV). A
semeadura foi feita em bandejas, no final de marco de 1999. As plantas com
cerca de oito centimetros foram transplantadas em vasos de dez litros,
preenchidos com substrato constituido por terra, areia, esterco bovino curtido,
na proporgcdo 3:1:0,5. Apds, aproximadamente um més, as plantas receberam
adubacdo com 500 g de esterco bovino curtido, em cobertura. As aplicacbes de
homeopatia, realizadas uma vez por semana entre 17 e 18 horas, foram
iniciadas quinze dias depois, tendo as plantas cerca de 20 cm de altura e, em
média, 65 folhas. O experimento foi conduzido a pleno sol, no viveiro de
plantas ornamentais da UFV, Vigosa, MG.

2.1.1. Preparo das Solu¢cdes Homeopaticas

A homeopatia Arnica montana foi adquirida em laboratério de
manipulacdo de medicamentos homeopdaticos, na dinamizacdo decimal D1. A
partir desta foram feitas as demais poténcias requeridas (D2, D3, D4 e D5),
segundo técnicas oficiais da Farmacopéia Homeopética Brasileira e
procedimento adotado por ANDRADE (2000), no Laboratério de Homeopatia
da UFV.

Em cada litro de agua desmineralizada, adicionou-se dez gotas (0,6 mL)
da Arnica montana no momento da aplicagdo, acondicionando-se em garrafa
plastica. Apds agitacdo dos frascos procedeu-se a aplicacdo imediata nas

plantas.

2.1.2. Estudo Estatistico

As variaveis altura e ndmero de folhas foram analisadas adotando-se o
esquema de parcelas subdivididas, tendo nas parcelas as poténcias D1, D2,
D3, D4, D5 de Arnica montana, e o controle, e nas subparcelas o numero de

dias apos inicio das aplicacbes dessas solucbes homeopaticas (0, 15, 30, 45,
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60 e 75), no delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticdes. As
demais variaveis, massa fresca e seca e teor de partenolideo, foram avaliadas
apenas no final do experimento, que foi instalado no delineamento inteiramente
casualizado, com quatro repeticdes e seis tratamentos, totalizando 24 parcelas,
constituidas por quatro vasos, com uma planta.

Os dados foram interpretados por meio da analise de variancia e de
regressao. Os fatores qualitativos foram comparados por teste de média
(Tukey), e o0s quantitativos por analise de regressdo. Os modelos foram
escolhidos com base na significancia dos coeficientes de regresséo, utilizando-
se o teste "t" a 5% de probabilidade, e o coeficiente de determinacao. Avaliou-
se os efeitos das poténcias sobre altura, numero de folhas, massa fresca,
namero de dias até o aparecimento de botdes florais e teor de partenolideo na

parte aérea das plantas.

2.1.3 Tratamentos

Os tratamentos homeopdaticos constituiram-se da aplicacdo semanal das
solucdes de Arnica montana, escala decimal. Uma vez por semana, 200 mL de
cada solucao foi colocada, no solo ao redor da planta, em cada vaso. Do dia 14
de julho até 22 de setembro de 1999, cada planta do experimento recebeu o
mesmo tipo de solucdo homeopatica. As plantas do tratamento controle
receberam 200 mL de agua desmineralizada, ao invés da solucéo
homeopatica. A irrigacdo foi feita sempre que necesséario, por meio de

mangueira, em horario diferente da aplicacdo das homeopatias.

2.1.4 Crescimento

O crescimento das plantas foi monitorado por meio de medicOes
periddicas (quinzenais) da altura e do numero de folhas. A altura foi medida por
meio de régua milimetrada e o numero de folhas foi contado, em cada planta,
incluindo as folhas em inicio de expansdo, com cerca de 3,0 cm de
comprimento, e as folhas em inicio de senescéncia; ou seja antes da abscisao.
As primeiras medi¢des foram realizadas no dia anterior as aplicacdes de Arnica
montana, escala decimal, denominado dia zero.

As colheitas da parte aérea das plantas foram realizadas manualmente,

cortando-se o0 caule rente ao solo com tesoura de poda, sempre no horario
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compreendido entre 17:00 e 18:00 horas. A massa fresca e seca da parte
aérea foi determinada em balanca semi analitica ao final do experimento. As
plantas coletadas foram acondicionadas em sacos de papel Kraft e levadas a
sala de secagem do Grupo Entre Folhas (UFV, Vigosa), onde permaneceram
espalhadas em bandejas, a temperatura ambiente e umidade controlada em
50%, por meio de desumidificador. Apds cerca de quarenta e cinco dias
determinou-se a massa dessas plantas, que foi denominada de massa seca da
parte aérea. Posteriormente, as plantas foram embaladas em sacos de
polipropileno e armazenadas em " freezer " a - 40 °C, com o fim de preservar o
principio ativo de possiveis contaminagfes fungicas, até sua utilizacdo na
extracdo de partenolideo, aproximadamente cinco meses depois.

2.1.5 Extracdo e Determinagéo do Partenolideo

A extracdo feita a partir da parte aérea (folhas, botdes florais e
inflorescéncias, sem o0os ramos mais espessos) foi de acordo com método
descrito por BROWN et al. (1997; 1999), com adaptacfes. Hastes e ramos
laterais mais espessos foram removidos antes da extragdo a fim de facilitar o
processo da moagem. As folhas, inflorescéncias e ramos mais tenros foram
moidos em moinho mecénico e utilizadas na extracdo do partenolideo. Amostra
de 200 mg da planta seca e moida foi homogeneizada em 16 mL de
cloroformio e em seguida, submetida a banho-maria com ultrassom por 15
minutos. Posteriormente, esse extrato foi filtrado em funil de vidro com papel
filtro Whatmann n° 1. O filtrado foi levado ao evaporador rotativo a 38 °C,
visando eliminacdo completa do solvente. ApOds pesagem do residuo solido,
este foi ressuspendido em cloroférmio e acondicionado em frascos com tampa
rosqueavel, onde foi deixado por cerca de 12 a 15 horas, a temperatura
ambiente, até completa evaporacdo do solvente. As condicbes de
determinacdo do teor de partenolideo em cada amostra foram similares as
descritas por HENDRIKS et al. (1997).

Os extratos foram analisados por cromatografia gasosa, utilizando-se
aparelho Shimadzu, modelo GC - 17A, equipado com detector de ionizacao de
Cama, acoplado a registrador e integrador C-R6A Cromatopac. A coluna

utilizada foi a capilar SBP-5 (Supelco), com 30 cm de comprimento por 0,25
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mm de diametro interno, e filme com espessura de 0,25 mm. O gas carreador
foi o nitrogénio. As temperaturas utilizadas no injetor (270 °C) e no detector
(300 °C) foram definidas durante os testes preliminares. A temperatura da
coluna durante a extracdo aumentou de 220 a 250 °C, com isoterma de dez
minutos em 250 °C.

As amostras do extrato foram precisamente pesadas (cerca de 10 mg) e
diluidas em 10 mL de cloroférmio, sendo injetado 1nlL do extrato. Nessas
aliquotas (1nL) do extrato total foram quantificados os teores de partenolideo,
por meio de curva padrédo construida com dados de inje¢cdes de 50 a 250 ppm
do padréo de partenolideo, dissolvido em cloroférmio.

O teor de partenolideo nas amostras foi expresso de duas formas: (1) teor

de partenolideo por planta individual, em relacdo a massa da matéria seca da
parte aérea (em miligrama) e (2) teor de partenolideo em 100 gramas de

massa seca (porcentagem).

2.2. Efeito da homeopatia Arnica montana, preparada na escala
centesimal, sobre artemisia

A metodologia adotada nesse experimento, conduzido paralelamente ao
anterior, foi similar; sendo que as poténcias centesimais (C1, C2, C3, C4, e C5)
foram preparadas a partir da homeopatia Arnica montana C1, adquirida em

laboratério de manipulacédo de homeopatia.

2.3. Efeito do tratamento homeopatico na recuperagado de plantas de
artemisia submetidas a deficiéncia hidrica

Plantas de Tanacetum parthenium (L.) Shultz-Bip foram obtidas de
sementes, cedidas pelo Grupo Entre Folhas (UFV). A semeadura foi feita em
bandejas, em setembro de 2000. No inicio de outubro foram transplantadas em
vasos de trés litros, preenchidos com substrato de terra, areia e esterco bovino

curado, na proporcéo 3:2:1.
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2.3.1. Tratamentos
Os tratamentos constituiram-se de duas condi¢cdes hidricas das plantas e
da aplicacdo de homeopatias. Uma semana ap0s o transplante em vasos, duas
condi¢cBes de disponibilidade de agua no substrato foram impostas as plantas:
90% e 65% da capacidade de campo do substrato. Quando iniciado o
experimento, as plantas tinham cerca de seis centimetros de altura e oito
folhas.

A capacidade de campo (24%) do solo utilizado como substrato dos
vasos, foi determinada previamente por meio da curva de retencdo de
umidade, realizada segundo técnicas de rotina do Laboratério de Fisica do
Solo, do Departamento de Solos da UFV. As condi¢bes de disponibilidade de
umidade almejadas foram controladas por meio da pesagem diaria dos vasos e
o controle da irrigagéo.

Apbs um més de controle da disponibilidade de umidade no solo imposta
as plantas, foram iniciadas as aplicagfes diarias de homeopatia, e as plantas
voltaram a ser irrigadas diariamente de acordo com a necessidade, em horario
diferente da aplicacdo da homeopatia.

As aplicagbes de homeopatia, realizadas no intuito de recuperar as
plantas ap6s o condicionamento hidrico foram feitas diretamente no solo dos
vasos, em torno das plantas. As homeopatias utilizadas foram Natrum
muriaticum (cloreto de so6dio) e o nosddio de T. parthenium. A primeira foi
adquirida em laboratério de manipulacdo de produtos homeopaticos, na
poténcia centesimal C2, e a segunda, também na poténcia C2, foi preparada
no Laboratério de Homeopatia do Departamento de Fitotecnia da UFV,
segundo técnicas oficiais da Farmacopéia Homeopatica Brasileira e
procedimentos adotados por ANDRADE (2000). O nosadio foi obtido a partir de
tintura mée preparada com a parte aérea de planta de Tanacetum parthenium
submetida a deficiéncia hidrica por cerca de trés meses consecutivos em vaso.
Esta planta, obtida de sementes cedidas pelo Grupo Entre Folhas, cresceu a
pleno sol, em vaso de 5 L, preenchido com terra, areia, esterco bovino curtido,
na proporcdo 3:2:1, em condicdo de deficiéncia hidrica severa, sendo
minimamente irrigada apenas quando suas folhas comecavam a murchar.

A tintura mae foi obtida a partir da maceragcdo da parte aérea da planta,

cortadna em pequenos pedacos, misturada a solucdo aquosa de etanol 70%
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vlv, e parcialmente triturados em liquidificador. Essa mistura foi mantida
totalmente coberta e fechada por cerca de 15 dias. Apds esse tempo, foi
filtrada e armazenada em frasco escuro até utilizacdo. De posse da tintura
mae, preparou-se as poténcias C1 e C2.

As plantas oontrole receberam apenas agua destilada, o veiculo utilizado
no preparo das homeopatias. As aplicagdes das solucbes homeopéticas foram

feitas, diariamente, durante doze dias, entre 17 e 18 horas.

2.3.2. Determinac¢@es bioquimicas e fisioldgicas

Crescimento % Os efeitos sobre o crescimento foram avaliados por meio
de determinacBes da altura, nimero de folhas, nimero de botdes florais e
massa fresca da parte aérea das plantas. As medi¢Ges foram feitas quando
concluido o condicionamento hidrico e iniciadas as aplicacdes de homeopatia
(dia 0), no dia em que terminaram as aplicacbes de homeopatia (dia 12), doze
dias apos (dia 24) e 24 dias apos (dia 36).

Estimativa do Teor de Clorofila Total % O teor de clorofila total foi

estimado, em cada época de colheita, nas folhas expandidas do ter¢o superior
das plantas, por meio do medidor de clorofila MINOLTA SPAD - 502 (HOEL,
SOLHAUG, 1998).

Extracdo e Determinacdo de Prolina % As determinagfes do teor de

prolina foram feitas nas amostras foliares coletadas em cada época de colheita
(0, 12, 24 e 36 dias ap06s inicio das aplicacbes de homeopatia), as quais foram
congeladas com nitrogénio liquido, acondicionadas em sacos de polietileno e
armazenadas a - 40 °C. A extracdo de prolina foi realizada no Laboratério de
Melhoramento de Hortalicas do Departamento de Fitotecnia, na UFV, a partir
de 300 mg de amostras foliares frescas homogeneizadas em 10 mL de &cido
sulfosalicilico 3%. E a estimativa do teor de prolina foi feita segundo método
colorimétrico de BATES et al. (1973).

2.3.3 Estudo Estatistico
O experimento foi instalado segundo esquema de parcela subdividida,
tendo nas parcelas o arranjo fatorial 2 X 3 (dois niveis de umidade no solo e

trés tipos de homeopatia), e nas subparcelas as épocas de medicéo (0, 12, 24
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e 36 dias apos inicio da aplicacdo de homeopatia), no delineamento em blocos
ao acaso, com quatro repeti¢oes.

Os dados foram submetidos a analise de varidncia e regressao. As
médias dos fatores qualitativos foram comparadas utilizando-se o teste de
Tukey, adotando-se o nivel de 5% de probabilidade. No fator qualitativo
(épocas de medicdo), os modelos foram escolhidos pela significancia dos
coeficientes de regressao, utlizando-se o teste de F, no coeficiente de
determinacdo, adotando-se o nivel de 5% de probabilidade. O coeficiente de
determinacdo (R?) foi calculado pela relacdo R= SQ(regressdo)/ SQ(época),
onde SQ é a soma dos quadrados. Todas as analises estatisticas foram feitas

com o auxilio do programa estatistico SAEG.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito da Homeopatia Arnica montana, preparada na escala decimal,
em Tanacetum parthenium

A aplicacdo semanal de solu¢cbes de Arnica montana, nas poténcias D1,
D2, D3, D4 e D5, independentemente da presenca de adubacao orgéanica em
cobertura, ndo alterou o nudmero de folhas nas plantas de Tanacetum
parthenium, similarmente ao que ocorreu quando Arnica montana, em escala
centesimal, foi aplicada em Justicia pectoralis (ANDRADE, 2000). O efeito
sobre o crescimento em altura das plantas de T. parthenium, por outro lado, foi
pequeno (Apéndice). As plantas tratadas ou ndo com solucdo homeopatica
continuaram crescendo em altura até o final do periodo monitorado, sendo que
nas plantas que receberam Arnica montana D1 ou D5 verificou-se maior altura,
Figura 1 e Quadro 1, a partir de 30 dias apds a primeira aplicacdo de
homeopatia.

A aplicacdo da Arnica montana, escala decimal, causou aumento da
massa fresca, Quadro 2, e seca, Quadro 3, na parte aérea, exceto na poténcia
D3. No entanto, o teor de partenolideo por planta, Quadro 3, ou em
porcentagem, Quadro 2, diminuiu devido ao tratamento homeopatico. O teor de

partenolideo por planta foi menor nas plantas tratadas com as poténcias D1,
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D2, D4 ou D5, Quadro 3, independente de terem sido previamente adubadas. A
poténcia D3 foi a Unica que ndo causou reducdo significativa no teor de
partenolideo. E da experiéncia dos homeopatas, desde Hahnemann, que
determinadas poténcias atuam de modo diferenciado (ANDRADE, 2000), dai a
importancia da experimentacdo na Homeopatia. A diminuicdo do teor de
partenolideo por planta nas aplicacbes de D1, D2, D4 ou D5 revela a
especificidade das poténcias e o poder impactante dessas preparagdes, por

interferir com a substancia farmaco ativa mais importante dessa espécie.

1,2 7
Controle
— D5
i D1
0,9 D2
— D3

Altura (m)
o
[}
1

0,3 A

0 T T T T 1
0 15 30 45 60 75

Dias ap0s inicio das aplicacdes de homeopatia

Figura 1. Estimativa da altura das plantas de Tanacetum parthenium, em
funcdo dos dias apds inicio das aplicacbes semanais de Arnica
montana, escala decimal, nas poténcias D1, D2, D3, D4 ou D5,
independente de ter sido feita adubacao organica previamente.

Similarmente ao verificado por ANDRADE (2000) com plantas de Justicia
pectoralis que receberam a homeopatia Arnica montana, em escala centesimal,
as plantas de T. parthenium com menor acUmulo de massa fresca possuiam
maior teor do metabdlito secundario analisado. Segundo a mesma autora, 0
aumento do crescimento e a diminuicdo dos niveis de defesa podem estar
expressando a retomada a homeostase, levando a equilibrio na distribuicdo

de energia entre processos de crescimento e de defesa.
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Quadro 1. Equacfes ajustadas da altura das plantas de Tanacetum
parthenium, em fungéo dos dias (D) apds inicio das aplicacdes da
homeopatia Arnica montana, em escala decimal (D1 a D5) e os
respectivos coeficientes de determinacao

Homeopatia Equacéo r
Controle Y = 16,8869 + 0,924405**D 0,98
D1 Y = 20,5000 + 0,971667**D 0,98
D2 Y =16,4494 + 0,911071*D 0,97
D3 Y =19,1012 + 0,897024**D 0,98
D4 Y = 20,2679 + 0,872024 *D 0,98
D5 Y =18,5774 + 1,04571 ** D 0,97

* e ** jndicam significancia a 5% e 1% a 5% de probabilidade pelo teste F.

Quadro 2 Médias de massa fresca e porcentagem de partenolideo na parte
aérea das plantas de Tanacetum parthenium, independente da
presenca de adubacdo organica em cobertura, apos aplicacdes
semanais da Arnica montana, escala decimal ©1, D2, D3, D4 ou

D5)
Homeopatia Massa fresca (g) Partenolideo (%)
Controle 242,69 BC 161A
D1 310,78 A 0,52 B
D2 283,17 ABC 0,47 B
D3 235,78 C 1,86 A
D4 274,06 ABC 0,34 B
D5 292,49 AB 0,43 B

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Entre as plantas adubadas, aquelas tratadas com D4 ou D5 foram as
primeiras a emitir botéo floral, e entre as ndo adubadas as tratadas com D1, D3
ou D5 foram as primeiras a florir, Quadro 4. Arnica D5 causou aumento
significativo no nimero meédio de inflorescéncias nas plantas adubadas ou néo.
Nas plantas ndo adubadas, todas as poténcias de Arnica, em escala decimal,
exceto D2, causaram aumento no numero de inflorescéncias por planta e

acelerou a emissao de botao floral.
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Quadro 3. Médias de massa seca da parte aérea, em gramas, e teor de
partenolideo por planta, em relacdo a massa seca das plantas de
Tanacetum parthenium, que receberam adubacé&o organica ou nao,
em cobertura, apds aplicacdo da homeopatia Arnica montana nas
poténcias D1, D2, D3, D4 e D5

Massa seca (Q) Partenolideo (mg/planta)
Adubadas N&o adubadas Adubadas N&o adubadas
Controle 107,34 AB 76,00 BC 1876,6 A 1123,4 A
D1 113,16 A 107,44 A 478,1 B 651,4 AB
D2 110,94 A 75,15 BC 674,5B 252,5B
D3 91,64 B 68,80 C 1615,2 A 1315,7 A
D4 106,63 AB 81,31 BC 196,8 B 402,3 B
D5 115,68 A 88,26 B 540,5 B 350,6 B

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Quadro 4. Numero meédio de inflorescéncias por planta e tempo meédio

necessario a emissao de botdes florais nas plantas de Tanacetum
parthenium tratadas com Arnica montana, em escala decimal (D1,

D2, D3, D4 ou D5), semanalmente, em cada nivel de fertilizagao
(com adubacéo organica em cobertura ou sem)

NUmero de inflorescéncias

Tempo médio para emitir botdo

Homeopatia
Adubadas N&o adubadas Adubadas Nao adubadas

Controle 55,25 B 50,00 B 47,0 AB a 50,0Aa
D1 48,00 BC 119,00 A 47,0 AB a 42.25B a
D2 16,50 C 47,25 B 540Aa 46,25 AB b
D3 81,50 B 91,25 A 475 AB a 42,25Bb
D4 76,00 B 107,75 A 4525B a 45,50 AB a
D5 127,00 A 102,00 A 42, 75B a 42,25B a

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra mailscula, nas colunas, e mindscula nas
linhas, para cada variavel, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de

Tukey.

Arnica montana acelerou o florescimento tanto das plantas adubadas,

quanto daquelas ndo adubadas, Quadro 4. A capacidade de florescer, segundo

TAIZ e ZEIGER (1998), é alcangada quando as plantas atingem certa idade ou
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dimensdo. Em algumas plantas, segundo 0s mesmos autores, a transicdo ao
florescimento ocorre independentemente do ambiente. Em outras, no entanto,
requer exposicdo a condicdes ambientais, especialmente relacionadas ao
comprimento do dia e temperatura apropriadas. Além disso fatores
estressantes como deficiéncia hidrica podem acelerar a transicdo ao estadio de
florescimento. Assim, o florescimento prematuro ocorrido pode ser considerado
como patogenesia de Arnica montana D2, significando que plantas com
florescimento precoce poderiam ser tratadas com esta homeopatia.

O inicio das aplicacbes das solugcbes homeopéticas nas plantas de T.
parthenium foi, provavelmente, tardia. O objetivo seria verificar efeito da Arnica
montana sobre plantas sadias, por isso aguardou-se a adaptacao das plantas a
nova condicdo, apos o transplante em vasos, o que implicou na demora das
aplicacbes de homeopatia. Se as solucbes homeopaticas fossem aplicadas
imediatamente apds o transplante o impacto do medicamento sobre o
crescimento das plantas poderia ser maior. O transplante em vasos causa
estresse nas plantas, uma vez que manipula-se muito os 6rgdos das plantas,
podendo mesmo causar alguma lesdo nos seus tecidos constituintes. Arnica
montana € o medicamento mais indicado em processos adaptativos, inclusive
na recuperacdo de Coques, de impactos fisicos e mecanicos e na recuperacao
de tecidos celulares internos e externos (ANDRADE, 2000; MARKS, 1998;
VOISIN, 1987). Portanto a utilizacdo da solucdo homeopatica de Arnica
montana, em situacdes similares pode ser Util ra recuperacdo das plantas, e
merece ser mais estudada. Contudo o resultado obtido com a preparagcdo D3 &
significativo por revelar sua semelhanga com o controle e seu contraste com as
demais poténcias estudadas.

O estadio de desenvolvimento das plantas quando receberam as
solucdes pode, também, ter influenciado na acdo da Arnica. CASTRO et al.
(2000) relata que plantas de rabanete em inicio de desenvolvimento
respondem de forma mais uniforme e intensa a aplicacdo da homeopatia
Phosphorus, em escala decimal. Seria interessante, portanto, testar a eficiéncia
da Arnica montana em plantas mais jovens e imediatamente apds o transplante

€m vasos.
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3.2 Efeito da Homeopatia Arnica montana, na escala centesimal, sobre
plantas de Tanacetum parthenium

A aplicacdo da Arnica montana, escala centesimal, ndo afetou a altura
das plantas e alterou pouco o numero de folhas (Apéndice). Entre as
plantas que receberam adubacdo organica, houve maior numero de folhas
no final do periodo monitorado nas plantas tratadas com Cl1 ou C3,
Quadro 5e Figura 2 (a). Em ambos os niveis de adubacdo, menor nimero
de folhas foi encontrado nas plantas tratadas com C4 ou C5, Quadro 5 e
Figura 2 (b).

Quadro 5. Equacdes ajustadas da variavel numero de folhas de Tanacetum
parthenium, em funcdo dos dias (D) apos inicio das aplicacdes
da homeopatia Arnica montana, em escala centesimal (C1 a C5),
em plantas adubadas (1) e ndo adubadas (2) e respectivo
coeficiente de determinacéo

Adubacdo Homeopatia Equacéo r
1 Controle Y = 80,7381 + 2,38810 D 0,90
1 c1 Y = 64,4048 + 3,01476 D 0,91
1 C2 Y = 67,4524 + 2,5857 D 0,97
1 C3 Y = 86,8214 + 2,90476 D 0,94
1 o} Y = 102,405 + 2,05810 D 0,75
1 C5 Y = 80,0714 + 2,18476 D 0,96
2 Controle Y = 76,7024 + 2,48238" D 0,98
2 c1 Y = 78,9048 + 1,96810 D 0,94
2 C2 Y = 68,0595 + 2,73286 D 0,99
2 C3 Y = 79,6190 + 2,02571 D 0,96
2 C4 Y = 75,2857 + 2,05571 D 0,97
2 C5 Y = 97,5476 + 1,07429 D 0,60

* e ** indicam significAncia a 5% e 1% a 5% de probabilidade pelo teste F.
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Figura 2. Namero de folhas das plantas de Tanacetum parthenium, adubadas
(@) ou néo (b), tratadas semanalmente com Arnica montana, nas
poténcias C1, C2, C3, C4 ou C5, em funcao dos dias ap6s inicio das
aplicacgoes.
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Quadro 6. Numero médio de inflorescéncias por planta de Tanacetum
parthenium, adubada ou né&o, apés tratamento homeopatico com
Arnica montana, em escala centesimal (C1, C2, C3, C4 eC5)

Homeopatia Numero de inflorescéncias por planta
Adubadas N&o adubadas

Controle 48,75 B 57,25 A
C1l 80,75 A 7175 A
C2 17,25 C 30,75 BC
C3 30,00 C 39,50 B
C4 27,75 C 16,25 CD
C5 27,25 C 7,75D

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

O numero de inflorescéncias por planta no final do periodo monitorado
aumentou, nas plantas adubadas, com a aplicacdo de C1, Quadro 6, mas nas
plantas ndo adubadas o numero de inflorescéncias nas plantas tratadas com
C1 ou nao tratadas com Arnica montana nao foi diferente significativamente
(Apéndice). O menor numero de inflorescéncias ocorreu nas plantas nao
adubadas tratadas com C5, Quadro 6. O tempo médio de emissdo de botdes
florais ndo foi alterado significativamente com a aplicacdo da Arnica
(Apéndice).

Arnica montana, escala centesimal, nas poténcias C1, C2, C3, C4 e C5,
nao alterou o acumulo de massa fresca e seca na parte aérea das plantas
(Apéndice). No entanto, a porcentagem de partenolideo na parte aérea das
plantas de T. parthenium e o teor de partenolideo por planta diminuiu em
funcédo da aplicagcdo da Arnica C3 e C5 (Quadro 7). A diminuigdo do teor de
partenolideo por planta e da porcentagem de partenolideo nas plantas de T.
parthenium apo6s aplicacbes de Arnica montana, escala centesimal,
particularmente nas poténcias C3 e C5, revela a especificidade e poder da
homeopatia Arnica montana, especialmente dessas poténcias, no crescimento
dessas plantas, por interferir com a substancia farmaco ativa mais importante

da espécie.
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Quadro 7. Porcentagem de partenolideo e teor de partenolideo por planta, em
relacdo a massa seca da parte aérea das plantas de Tanacetum
parthenium, independente do nivel de adubacgdo organica, tratadas
com solucbes homeopaticas de Arnica montana, escala centesimal
C1,C2,C3,C40uC5

Teor de Partenolideo

Homeopatia
(%) (mg/ planta)
Controle 1,61 A 1500,0 A
C1 1,28 A 1059,0 AB
C2 1,0 AB 885,7 ABC
C3 0,50B 480,8 BC
C4 1,50A 1391,0 A
C5 0,44B 379,9C

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

3.3. Efeito da homeopatia na recuperacdo das plantas de Tanacetum
parthenium submetidas a deficiéncia hidrica

Antes do controle do nivel de disponibilidade de agua no solo, as plantas
tinham, em média, seis centimetros de altura e oito folhas em média. Um més
apoés, enquanto as plantas controle, crescidas a 90% da capacidade de campo
do solo, tinham, em média 20,5 cm de altura e 42 folhas, as plantas crescidas
em condicdo de deficiéncia hidrica, solo a 65% da capacidade de campo,
tinham cerca de 8,8 cm de altura e 8 folhas. Portanto, as plantas crescidas em
deficiéncia hidrica foram cerca de 57% menores em altura e tinham cerca de
80% menos folhas do que as plantas crescidas a 90% da capacidade de
campo do solo.

Apoés a aplicacdo de homeopatia, a altura, Quadros 8 e 9, o nimero de
folhas, Quadro 9, e a massa fresca da parte aérea, Quadro 10, das plantas
crescidas em condicdo de deficiéncia hidrica continuaram significativamente
menores do que nas plantas controle, independente do tipo de solucéo
homeopatica administrada.

ANDRADE (2000) também néo verificou alteracdes significativas na altura
e no numero de folhas produzidas por Justicia pectoralis apds aplicacdo da

homeopatia Justicia (nosddio). A Unica variavel de crescimento que teve seus
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valores alterados pelas dinamizacdes do nosddio Justicia, segundo a mesma
autora, foi a massa fresca.

Apesar de ndo se detectar efeito significativo das homeopatias sobre a
altura e o numero de folhas (Apéndice), utilizando-se a altura das plantas
condicionadas a crescimento por um més a 90% da capacidade de campo
como parametro, verifica-se tanto no dia 0 quanto no dia 12 reducado de 56%, o
que indica que ndo houve recuperacao imediata da altura. No entanto, nos dias
24 e 36 verifica-se que a altura das plantas condicionadas a deficiéncia hidrica
foi 30% menor do que nas plantas controle, indicando inicio da recuperacao do
crescimento em altura dessas plantas.

A recuperacdo das plantas em relagcdo a producédo de folhas foi mais
rapida, Quadro 9. No fim do experimento, o nimero de folhas nas plantas
condicionadas a deficiéncia hidrica por um més foi cerca de 16% menor do que
nas plantas controle, enquanto que no dia 0, antes da aplicacdo de
homeopatia, essas plantas tinham cerca de 80% menos folhas, indicando que o
efeito da deficiéncia hidrica pode ter sido maior sobre a producdo de folhas do

gue sobre a altura das plantas.

Quadro 8. Equacbes ajustadas das variaveis altura (H), numero de folhas (N),
massa fresca (MF) e numero de inflorescéncias (NI) de plantas de
Tanacetum parthenium condicionadas por um més a 90 ou 65% da
capacidade de campo do solo, em funcdo do tempo em dias (D) e
0s respectivos coeficientes de determinacao

Nivel de Agua Variavel Equacéo r
90% Cap. Campo H Y =0,2117 + 0,00941 D 0,99
90% Cap. Campo N Y = 42,0709 + 1,6795 D + 0,03111 D 0,99
90% Cap. Campo MF Y = 39,2862 + 1,51763 D . 0,99
90% Cap. Campo NI Y =1,5833 - 1,2882" D + 0,06337 D* 0,94
65% Cap. Campo H Y = 0,06517 + 0,007861 D 0,90
65% Cap. Campo N Y = 7,56672 + 0,345834 D + 0,0775462 D’ 0,99
65% Cap. Campo MF Y =2,98578 + 0,159510 D + 0,0489367 D’ 0,99
65% Cap. Campo NI Y = -0,183333 + 0,0229167"™°D 0,59

* =% @ ™ indicam significancia a 5%, 1% ou n&o significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
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Quadro 9. Médias de altura, em metros, e de numero de folhas nas plantas de
Tanacetum parthenium condicionadas por um més a 90 ou 65% da
capacidade de campo do solo), 0, 12, 24 e 36 dias apdés esse
condicionamento

Altura Numero de folhas
Epoca (dias) 90% 65% 90% 65%
0 0,2058 a 0,0908 b 423 a 8,3b
12 0,3308 a 0,1450 b 65,9a 20,8 b
24 0,4425 a 0,2058 b 1011 a 62,6 b
36 0,5450 a 0,3850b 142,6 a 119,8b

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, nas linhas, para cada variavel,
nao diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

O acumulo de massa fresca na parte aérea das plantas, Quadro 10,
também foi alterado pelo condicionamento hidrico das plantas, mas nao foi
modificado significativamente pela aplicacdo de homeopatias (Apéndice).
Imediatamente apds término do controle hidrico, as plantas crescidas com
deficiéncia hidrica tiveram cerca de 93% menos massa fresca, em gramas, e
36 dias apOs essa data essas plantas tinham apenas cerca de 23% menos
matéria fresca. Além do crescimento da parte aérea, o desenvolvimento
reprodutivo também foi prejudicado pela deficiéncia hidrica, mas néo foi
alterado pela aplicacdo de homeopatia (Apéndice). Os botdes florais

apareceram mais tarde nessas plantas e em menor nimero, Quadro 10.

Quadro 10. Médias de massa fresca e de numero de botdes florais de plantas
de Tanacetum parthenium apés um més de condicionamento
hidrico (solo a 90 ou 65% da capacidade de campo), nos dias 0,

12,24 e 36
) Massa fresca (g) Numero de botdes
Epoca (dias) 90% 65% 90% 65%
0 39,18 a 2,40 b Oa Oa
12 58,18 a 13,69 b Oa Oa
24 74,67 a 33,26 b 2,4a Ob
36 94,39 a 72,73 b 39,0a 1b

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, nas linhas, para cada variavel,
nao diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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O efeito das aplicacbes de homeopatia nas plantas de T. parthenium foi
maior em relagédo ao teor relativo de clorofila das folhas expandidas, Quadros
11 e 12 e Figura 3, e de prolina, Quadros 13 e 14 e Figura 4. As baixas
dinamizagbes desencadearam em Justicia pectoralis, segundo ANDRADE
(2000), sintomas fisicos, revelando investimento no crescimento das plantas,
enquanto que altas dinamizacbes afetaram a planta em outros niveis,
possibilitando investimento nas defesas e por conseguinte no teor de
metabdlitos secundérios. Em T. parthenium, utilizando a dinamizacéo baixa,
C2, verificou-se maior efeito da homeopatia no teor de metabdlitos primarios

relacionados a condicao de estresse, do que nas variaveis de crescimento.

Quadro 11. Equagbes ajustadas da varidvel teor relativo de clorofila de
Tanacetum parthenium, em funcdo do tempo em dias (D) de
aplicacdo de homeopatia, nos respectivos niveis de capacidade de
campo e de homeopatia e os coeficientes de determinacgéo

2

Nivel de Agua  Homeopatia Equacao r
90% CC Controle  Y=42,7499 - 1,33128 D + 0,0976584 D - 0,00154083 D° 0,99
Natrum mur. Y=41,8050 + 0,132708 D 0,84
Nosodio  Y=37,4850 + 0,253958 D 0,95
65% CC Controle  Y=53,8375 - 0,481250 D +0,00486112 D 0,96
Natrum mur. Y=60,8025 - 1,2654 D + 0,02344 D 0,96
Nosédio  Y=60,5787 - 1,61010 D + 0,03338 D° 0,97

* % e ™ jndicam significancia a 5%, 1% ou nao significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

As plantas condicionadas a deficiéncia hidrica tiveram aumento em torno
de 40% no teor relativo de clorofila, Quadros 11 e 12. Nessas plantas houve
também reducdo da éarea foliar (dado ndo mostrado), o que provavelmente
contribuiu, por meio de "efeito de diluicdo" no aumento verificado do teor
relativo de clorofila nas plantas submetidas a deficiéncia hidrica, Quadro 12 e
Figura 3. No entanto, verificou-se durante o periodo acompanhado, tanto nas
plantas que receberam homeopatia quanto nas que n&do receberam, reducao
no teor relativo de clorofila das plantas condicionadas a deficiéncia hidrica,
Figura 3. Nas plantas crescidas em substrato a 90% da capacidade de campo,

consideradas sadias, tratadas ou ndo com solucdo homeopdética, houve,
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durante o periodo avaliado, aumento no teor lativo de clorofila, estimado em
nameros de SPAD, Figura 3.

Nas plantas condicionadas a deficiéncia hidrica e tratadas com o nosodio,
imediatamente ap6s o término do tratamento, verificou-se teor de clorofila
similar ao das plantas controle, Quadro 12, mostrando que esse preparado
homeopético causou recuperagdo mais rapida do que a aplicagdo de Natrum
muriaticum. Vinte quatro dias apos término das aplicacdes de homeopatia, no
entanto, todas as plantas tendiam ao mesmo teor relativo de clorofila, Quadro
12 e Figura 3. A patogenesia de Natrum muriaticum, provavelmente, foi
aumentar o teor relativo de clorofila na planta sadia e diminuir na doente,
indicando que, em plantas o efeito das preparacdes homeopdéticas deve ser
avaliado nao apenas na planta considerada sadia.

Quadro 12. Teor relativo de clorofila, em numeros de SPAD, das plantas de
Tanacetum parthenium apos condicionamento hidrico das plantas
a deficiéncia hidrica (65% da capacidade de campo do substrato)
ou néo (90% da capacidade de campo) antes (dia 0) da aplicacao
de agua (Hpl), Natrum muriaticum (Hp2) ou do nosodio (Hp3) de
T. parthenium, logo apds (12 dias), e 24 e 36 dias apos aplicacdes
de homeopatia

Dias apos aplicacdo de homeopatias
Hp 0 12 24 36

90% 65% 90% 65% 90% 65% 90% 65%

1 42,75Ba 60,28Aa 38,18Ba  50,58Aa 45,75Aa 42,35Aa 49,50Aa 46,15Aa
2 41,85Bab 53,75Ab 42,73Ba  49,00Aab 46,20Aa 44,85Aa 46,00Aa 42,90Aa
3 37,03Bb 61,10Aa 40,73Aa  44,50Ab 44,58Aa 42,73Aa 45,90Aa 45,35Aa

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra mailscula, na linha, e mindscula, na

coluna, para cada época, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de
Tukey.
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Figura 3. Estimativa do teor de clorofila, em niameros de SPAD, das plantas de
Tanacetum parthenium tratadas com Natrum muriaticum, na poténcia
C2 (Hp2), com nosddio preparado com Tanacetum parthenium
estressada por deficiéncia hidrica, na poténcia C2 (Hp3) ou apenas
com agua (Hpl), ap6s um més de deficiéncia hidrica no solo (65% da
capacidade de campo) ou nao (90% da capacidade de campo).

A deficiéncia hidrica acarretou alto teor de prolina nas folhas, Quadros 13
e 14. A aplicacdo da homeopatia Natrum muriaticum causou reducéo imediata
desse teor nas plantas submetidas a deficiéncia hidrica, enquanto que nas
demais plantas causou aumento, Quadro 14 e Figura 4. A aplicacdo do nosodio
resultou em reducao inicial, ainda maior, no teor de prolina, mas apos o termino
das aplicacdes, diferentemente do Natrum mur., houve aumento novamente
nesse teor, Figura 4. Similarmente a varidvel teor relativo de clorofila, a
patogenesia de Natrum mur. é revelada pelo aumento no teor de prolina nas

plantas consideradas sadias e pela reducéo nas plantas doentes.

112



Quadro 13 Equacdes ajustadas da variavel teor de prolina de Tanacetum
parthenium, em funcéo dos dias (D) apds aplicacdo das solucdes
homeopaticas, para os respectivos niveis de capacidade de
campo e homeopatia e os coeficientes de determinacao

Estresse Homeopatia Equacéo r
90% CC __ Controle Y= 31,0929 - 2,12789 D + 0,0393099 D’ 0,9722
Natrum mur. Y=29,4478 + 0,322625 D - 0,95
Nosédio  Y=31,4166 + 1,32462 D - 0,0550655 D’ 0,75
65% CC  Controle  Y=63,0702 - 4,28844 D + 0,0739497 D’ 0,99
Natrum mur. Y=63,5545 - 4,42306 D + 0,0831336 D’ - 0,99

Nosédio  Y=63,7153 - 11,7465 D + 0,804659 D? - 0,0142513 D° 1,00

* e ** indicam significancia a 5% ou 1% a 5% de probabilidade pelo teste F.

Quadro 14. Teor de prolina médio nas folhas mais expandidas do terco superior
das plantas de Tanacetum parthenium n&o tratadas com
homeopatia (Hpl), ou tratadas com a homeopatia Natrum
muriaticum C2 (Hp2) ou com nosédio, na poténcia C2 (Hp3) por
doze dias consecutivos apds condicionamento hidrico do solo a
90% ou 65% da capacidade de campo

Epoca de medicéo (dias)
Hp 0 12 24 36

90% 65% 90% 65% 90% 65% 90% 65%

1 31,96Ba 63,73Aa 8,70Bc  14,00Ac 5,19Ac 4,71Ac 4,60Ac  3,85Bc
2 29,28Ba 63,70Aa 34,32Ab 22,02Ba 35,72Aa  5,71Bb 41,71Aa 11,93Bb
3 28,36Ba 63,72Aa 48,65Aa 20,26Bb 22,22Bb  48,26Aa 10,82Bb 18,75Aa

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra maildscula, na linha, e mindscula, na
coluna, para cada época, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de
Tukey.

Natrum muriaticum foi responsavel pela alteracdo mais lenta e mais
prolongada no teor de prolina, comparado ao efeito do nosédio. Enquanto
Natrum mur. causou reducdo imediata de 65,4% nas plantas previamente
condicionadas a deficiéncia hidrica, o nosédio de T. parthenium causou nas
mesmas reducao de 68,2%. O efeito mais lento e prolongado da homeopatia
Natrum mur. é mais evidente nas plantas ndo submetidas a deficiéncia hidrica.

Nessas plantas a homeopatia Natrum mur. causou aumento imediato de 17%
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no teor de prolina, enquanto que o nosédio causou aumento de 71,5%, Quadro
14. A acdo do Natrum muriaticum (cloreto de sodio) se explica pelo papel do
cloreto de sodio na fisiologia: regularizacdo osmética das células e fluidos,
metabolismo dos cloretos e outros sais. Como substancia, é indicado em casos
de desidratacdo aguda, sendo mais conveniente em diluicdes baixas, até C5,
nos casos edematosos (VOISIN, 1987).

75 -
—— 90% - Hpl 90% - Hp2

i 90% - Hp3 — —65% - Hpl

b 65% - Hp2 — =65% - Hp3

Prolina (ng/ g MF)

0 12 24 36
Dias apos inicio das aplica¢cdes de homeopatia

Figura 4. Teor de prolina em plantas de Tanacetum parthenium tratadas com
Natrum muriaticum, na poténcia C2 (Hp2), homeopatia preparada
com T. parthenium estressada (nosodio), na poténcia C2 (Hp3) ou
apenas com agua (Hpl), apoés um més de deficiéncia hidrica no solo
(65% da capacidade de campo) ou ndo (90% da capacidade de
campo).
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4 RESUMO E CONCLUSOES

Plantas de Tanacetum parthenium consideradas sadias, obtidas de
sementes, receberam, a partir de 15 dias apdés o transplante em vasos de 10L,
200 mL de solugdo homeopética de Arnica montana, em escala decimal (D1,
D2, D3, D4 ou D5) ou centesimal (C1, C2, C3, C4 ou C5), uma vez por
semana. A aplicacdo das poténcias decimais, independente da presenca de
adubacdo organica, por cobertura, ndo alterou a producdo de folhas, teve
pouco efeito sobre o crescimento em altura, causou aumento significativo de
massa fresca e seca (exceto na poténcia D3) e acelerou o florescimento. Maior
altura foi verificada nas plantas tratadas com D1 ou D5, a partir de trinta dias
apos a primeira aplicacdo de Arnica montana. As plantas tratadas com Arnica
D5, adubadas ou ndo em cobertura, foram também as primeiras a florir e as
com maior nimero médio de inflorescéncias. No entanto, independente da
presenca de adubacdo orgénica em cobertura, o teor de partenolideo por
planta, ou em porcentagem em relacdo a massa seca, diminuiu em funcao do
tratamento com Arnica montana, escala decimal, exceto nas plantas tratadas
com D3. Arnica montana, escala decimal, na poténcia D3 atuou de modo
similar ao controle de agua.

O efeito da aplicacdo da Arnica montana, em escala centesimal, variou
em funcdo da presenca de adubacdo organica. Ao contrario do que ocorreu
com a aplicacdo de Arnica montana, escala decimal, a aplicacdo da Arnica
montana, escala centesimal, ndo alterou o crescimento em altura e teve pouco
efeito sobre a producéo de folhas. Nas plantas adubadas e tratadas com C1 ou
C3 houve o maior numero de folhas, no final do periodo, enquanto que as ndo
adubadas tiveram reducao no numero de folhas, exceto com C3. Entre as
plantas adubadas, a aplicacdo de C1 causou aumento no numero meédio de
inflorescéncias, ao contrario do que ocorreu nas plantas ndo adubadas. O
menor numero de inflorescéncias ocorreu entre as plantas ndo adubadas e
tratadas com C5. O acumulo de massa fresca e seca ndo foi alterado, mas o
teor de partenolideo diminuiu com a aplicacdo da Arnica montana, escala

centesimal, particularmente com C3 e C5.
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A aplicacdo de homeopatia em plantas condicionadas a deficiéncia hidrica
por um més ndo causou alteragdo significativa no crescimento posterior das
plantas. No entanto, com a aplicacdo das homeopatias Natrum muriaticum C2
ou nosoédio de T. parthenium C2, estressada por deficiéncia hidrica, houve
reducdo imediata dos niveis de clorofila e de prolina nas plantas com
deficiéncia hidrica, sendo que nas plantas tratadas com Natrum muriaticum C2
o efeito foi mais lento e prolongado. As plantas ndo submetidas a deficiéncia
hidrica responderam ao tratamento homeopéatico com rapido aumento nos
niveis de clorofila e de prolina. Esses resultados revelam a patogenesia de
Natrum muriaticum de aumentar os teores de clorofila e de prolina nas plantas

sadias e diminuir nas plantas doentes.
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RESUMO E CONCLUSAO

Este trabalho foi realizado com o objetivo de conhecer as caracteristicas
do crescimento, anatomia foliar e teor de partenolideo das plantas de
Tanacetum parthenium (L.) Schultz-Bip. e determinar os efeitos de quatro
niveis de disponibilidade de 4gua (100, 90, 70 e 50% da capacidade de campo
do solo), de trés niveis de irradiancia (0, 30 e 50% de sombreamento) e de
algumas homeopatias (Arnica montana, Natrum muriaticum e nosédio
preparado a partir de plantas de T. parthenium submetidas a deficiéncia hidrica
severa). As plantas, obtidas de sementes, cresceram em vasos preenchidos
com substrato constituido de trra, areia e esterco bovino curtido, em Vigosa,
MG.

Durante o periodo do desenvolvimento das plantas acompanhado
verificou-se, em plantas crescidas de maio a outubro de 1999, a pleno sol,
aumento linear da altura, numero de folhas e acumulo de matéria fesca. A
area da folha maior, da folha com dimensfes médias, no entanto, diminuiu
apos a formacdo das hastes ou ramos, a partir das quais novas folhas e
inflorescéncias se desenvolveram. Ambas faces da epiderme unisseriada sio
revestidas por tricomas tectores unisseriados e glandulares peltados e
capitados. O mesofilo é constituido por parénquima palicadico e lacunoso. O
teor de partenolideo por planta aumentou com o tempo, mas a porcentagem de
partenolideo na parte aérea das plantas foi maior nos estadios iniciais do
desenvolvimento.

A altura, o mimero de folhas e a é&rea foliar total de cada planta foram,
respectivamente, cerca de 15% menor nas plantas de T. parthenium crescidas
a 50% da capacidade de campo, e de 1 a 5% menores nas plantas crescidas

na capacidade de campo, em relacdo as medias das plantas crescidas a 90%
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da capacidade de campo do solo. Apesar das variaveis de crescimento terem
sido afetadas pelo nivel de disponibilidade hidrica, a espessura total da Bmina
foliar e dos seus tecidos constituintes ndo o foi. O teor relativo de clorofila e o
teor de prolina nas folhas foram maiores nas plantas crescidas a 50% da
capacidade de campo. O maior teor de prolina nestas plantas provavelmente
propiciou ajuste osmoético. O teor de partenolideo foi menor nessas plantas e
maior nas plantas crescidas na capacidade de campo.

As plantas crescidas nos menores niveis de irradiancia tiveram maior
altura e éarea foliar total, enquanto o nimero de folhas produzidas nao foi
alterado pela reducdo na irradiancia. A reducdo na irradiancia, por meio de
sombreamento, causou atraso no florescimento, diminuicdo do teor de
acucares solaveis, de amido e de partenolideo.

A aplicacdo da homeopatia Arnica montana, em escala decimal (D1, D2,
D3, D4 ou D5), em plantas sadias de T. parthenium, independente da presenca
de adubacdo organica por cobertura, ndo alterou a producédo de folhas, teve
pouco efeito sobre o crescimento em altura, acelerou o florescimento e, exceto
nas plantas tratadas com D3, causou aumento significativo de massa fresca e
seca e diminuiu o teor de partenolideo.

O efeito da aplicacdo da Arnica montana, em escala centesimal, variou
em funcdo da presenca de adubacao organica. Ao contrario do que ocorreu
com a aplicacdo de Arnica montana, escala decimal, a aplicacdo da Arnica
montana, escala centesimal, ndo alterou o crescimento em altura e teve pouco
efeito sobre a producéo de folhas. Nas plantas adubadas e tratadas com C1 ou
C3 houve o maior numero de folhas, no final do periodo, enquanto que as nao
adubadas tiveram reducdo no numero de folhas, exceto com C3. O menor
namero de inflorescéncias ocorreu entre as plantas ndo adubadas e tratadas
com C5. O acumulo de massa fresca e seca ndo foi alterado, mas o teor de
partenolideo diminuiu com a aplicacdo da Arnica montana, escala centesimal,
particularmente com C3 e C5.

A aplicacdo de homeopatia em plantas condicionadas a deficiéncia
hidrica previamente por um més ndo causou alteracdo significativa no
crescimento posterior das plantas. No entanto, com a aplicacdo das
homeopatias Natrum muriaticum C2 ou nosodio preparado a partir de T.

parthenium submetida a deficiéncia hidrica, na poténcia C2, houve reducdo
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imediata dos niveis de clorofila e de prolina nas plantas com deficiéncia hidrica,
e aumento nas plantas sadias. Esses resultados revelam a patogenesia do
Natrum muriaticum que, provavelmente, foi reduzir o teor de clorofila e de
prolina nas plantas doentes e aumentar nas plantas sadias. Além disso o efeito

do Natrum muriaticum foi mais lento e prolongado do que o efeito do nosodio.
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CAPITULO 1 % Crescimento, anatomia foliar e teor de acucares e de
partenolideo em plantas de Tanacetum parthenium
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Figura 1A. Curva de calibracéo do padrdo de partenolideo obtida injetando-se
aliquotas no cromatdgrafo a gas Shimadzu.
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CAPITULO 2 % Efeito da disponibilidade de 4gua no solo sobre o crescimento,
anatomia foliar, teor de prolina, de clorofila e de partenolideo em T. parthenium

Quadro 1A. Resumo da analise de variancia da altura (H), nimero de folhas
(NF), area da folha maior (AF1l), area da folha de dimensdes
médias (AF2) e area foliar total por planta (AF) de plantas de
Tanacetum parthenium crescidas a 100%, 90%, 70% ou 50% da
capacidade de campo do substrato (nivel de 4gua)

F.V.

QUADRADO MEDIO DO RESIDUO

GL

H N AF1 AF2 AFPL
Bloco 3 78,2523* 208,2333™ 437,0050% 2,225239"™ 432514,4™
Agua (A) 3 260,3434*  2239,633** 390,8580** 97,68459* 6452658,0**
Residuo (@) 9 20,6271 198,8667 22,90335 10,62500 324279,9
Epoca (E) 4  6770,379*  53907,39* 5082,348** 1764,950* 54892690,0**
E*A 12 51,46182*  247,9875* 180,7602* 17,63635™ 1136916,0*
Residuo 48  19,89179 104,5207 78,38942 26,14001 286887,0
Média geral 32,327 105,55 47,511 22,497 3457,1
CV(%)sub. 13,79 9,68 18,64 22,73 15,49
CV(%)par. 14,04 13,36 10,07 14,49 16,47

* e ™ jndicam significancia a 5%, 1% ou n&o significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

QUADRO 2A Resumo da andlise de variancia da espessura total da lamina
foliar (EST), da epiderme abaxial (EEAB), da epiderme adaxial
(EEAD), dos parénquima palicadico (EPP) e lacunoso (EPL)
das plantas de Tanacetum parthenium

FV GL Quadrado Médio do Residuo

EST EEAB EEAD EPP EPL
Bloco 2 0,06718957™  0,0006583335  0,0007020832" 0,008068754™  0,01270208"
Agua (A) 3 0,2735076  0,0008909724  0,000558333  0,05107989 0,1362251
Residuo (8) 6 0,06077017™ 0,0001055555  0,00006041665  0,01088819 0,01311041
Epoca (E) 3 0,4658520°  0,0004076386™ 0,006213890 0,1247632 0,1945639
E*A 9 0,2513002°  0,0005076387™ 0,0004527778  0,03527060 0,07297314"
Residuo 24 0,03821112 0,0003493056  0,0001763888  0,01273333 0,01601665
Média Geral  2,3977 0,18146 0,18542 0,91687 1,1996
CV(%)sub. 8,15 10,30 7,16 12,31 10,55
CV(%)par. 10,28 5,66 4,19 11,38 9,54

* ** @ " indicam significancia a 5%, 1% ou n&o significativo a 5% de probabilidade

pelo teste F.
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Quadro 3A. Resumo da analise de variancia das variaveis conteudo de prolina
(PRO), de clorofila (CL), de partenolideo por planta, em relacdo a
massa seca (PPL), e em porcentagem (PP), massa fresca (MF) e
seca (MS) de plantas de Tanacetum parthenium crescidas a 100%,
90%, 70% ou 50% da capacidade de campo do solo (nivel de

agua)
QUADRADO MEDIO DO RESIDUO
FV GL
PRO cL PPL PP MF MS
Bloco 3 7,578350™ 427,2245™ 0,2868933"™ 21767,24™ 427,2245™ 49,95084
Agua (A) 3 1368,536  3836,164  1,627897  171024,3  3836,164** 182,1096
Residuo (8) 9 6,085020™ 2458266 0,2136891  29410,28 2458266  12,49364
Epoca (E) 3 19,48870** 1452954 8,063693  597883,9 1452954  2297,859
E*A 9 3,125547™ 136,7701™ 1,054100  62077,73  136,7701"™ 17,69785

Residuo 36 4,229070  146,5301 0,1177566 14457,88  146,5301  4,207374

Média Geral 15,677 36,952 3,5001 394,44 103,01 23,704
CV(%)sub. 13,12 4,55 11,88 23,48 11,75 8,65
CV(%)par. 15,74 42,43 13,21 43,48 15,22 14,91

* ** @ ™ indicam significancia a 5%, 1% ou n&o significativo a 5% de probabilidade
pelo teste F.
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CAPITULO 3. Efeitos da irradiancia no crescimento, producéo de acucares e
de partenolideo em T. parthenium

Quadro 4A. Resumo da analise de variancia da altura (H), nimero de folhas
(NF), area da folha maior (AF1l), area da folha de dimensdes
médias (AF2) e area foliar total por planta (AF) de plantas de
Tanacetum parthenium crescidas a 100%, 70% ou 50% da

luminosidade natural

QUADRADO MEDIIO DO RESIDUO

FV e H N AF1 AF2 AFPL
Bloco 3 002918332 1428,583"  0,00000894  0,00000043™ 0,1317683
Luz (L) 2 0,2102980°  47,47619™  0,00004419°  0,00001459  0,5656077
Residuo (@) 6 0,006376338 1972,619  0,00000191 0,00000095  0,1454233
Epoca (E) 6 1,049061" 60961,02°  0,00006484 0,00002983 1,384993
E*L 12 0,02058476  1009,240™  0,000005578™  0,0000030°  0,1280037™
Residuo 54 0,007857655 1196,468  0,00000334 0,00000095  0,08250534
Média Geral 0,51635 14323 0,007122 0,0039 0,75702
CV(%)sub. 17,16 24,15 25,65 25,02 37,94
CV(%)par. 15,46 31,01 19,41 24,99 50,37

* *#* e ™ jndicam significancia a 5%, 1% ou nao significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Quadro 5A. Resumo da analise de variancia da massa fresca (MF) e seca (MS)
da parte aérea e do conteudo de clorofila (CL) em plantas de
Tanacetum parthenium crescidas a 100%, 70% ou 50% da

luminosidade natural

QUADRADO MEDIO DO RESIDUO

Fv cL MF MS CL
Bloco 3 2280,174™ 173,7948™ 5,914265™
Luz (L) 2 1373,790™ 194,5512™ 418,1371"
Erro a 6 3181,035 285,7680 3,148705
Epoca (E) 5 22608,44 " 6722,567 94,10818"
E*L 10 1202,171™ 98,29623™ 35,57107
Residuo 45 1783,232 118,2870 4,060113
Média Geral 172,52 46,991 38,764
CV(%)sub. 24,48 23,14 5,20
CV(%)par. 32,69 35,97 4,58

* ** e = indicam significancia a 5%, 1% ou n&o significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
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Quadro 6A. Resumo da analise de variancia do conteudo de aguUcares soluveis
totais (AS), solluveis redutores (AR), soluveis ndo redutores (ANR),
de amido (AM), e de partenolideo por planta (PPL) e em
porcentagem (PP) em plantas de Tanacetum parthenium crescidas
a 100%, 70% ou 50% da luminosidade natural, com quadrado
médio e significancia do teste F com 5% de probabilidade

QUADRADO MEDIO DO RESIDUO

Fv GL AS AR ANR AM PPL PP
Bloco 3 19479,66 2605458  17272,62  1010,904  31980,36™  0,05856453"™
Luz (L) 2 396,6956™  28,08581™  226,2101™  209,7670™ 20450,90™  0,1080780"™
Erro a 6 2041774 6,705395 123,6254 162,5410  76667,54 0,1591219
Epoca (E) 5 8080,397 1491235  12253,22 5045236  526358,8  2,275988
E*L 10  1486,108  98,13838™  1195359™  562,9950 42559,38™  0,2864044
Residuo 45  606,0988 49,58923 618,0609 143,5479  23000,60 0,09826905
Média Geral 92,055 26,986 65,892 38,695 461,37 1,085
CV(%)sub. 26,74 26,09 37,73 30,96 32,87 28,87
CV(%)par. 15,52 9,59 16,87 32,94 60,01 36,74

* * @ ™ indicam significAncia a 5%, 1% ou n&o significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Quadro 7A. Densidade de tricomas tectores e glandulares médias de plantas
de T. parthenium crescidas nas condicbes de pleno sol (0% de
sombreamento), 30% e 50% de sombreamento

Variavel Equacéo
Densidade de T. tectores Y= 3,23
Densidade de T. glandulares Y =6,19
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CAPITULO 4. Homeopatia em T. parthenium

Experimento 1.

Quadro 8A. Resumo da analise de variancia da altura (H) e do ndmero de

folhas (NF) das plantas de Tanacetum parthenium tratadas com
Arnica montana, escala decimal

Quadrado médio do residuo
FV GL ™ NE

Homeopatia (Hp) 5 410,7493 ™ 6817,587
Adubacgo (Ad) 1 23,92014 ™ 29060,59
Hp * Ad 5 60,69930 ™ 2196,203 ™
Residuo (a) 36 269,4977 4411573
Dias (D) 5 33485,63 188041,2
D * Hp 25 55,94306 495,3234 ™
D * Ad 5 19,75972 ™ 2554,487
D* Ad * Hp 25 13,86889 ™ 286,7436 ™
Residuo 180 34,61708 453,4477
Média Geral 53,767 171,00
CV(%) subparcela 10,94 12,45
CV(%) parcela 30,53 38,84

* =% e ™ indicam significancia a 5%, 1% ou n&o significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Quadro 9A Resumo da andlise de variancia da massa fresca da parte aérea

das plantas (MF), nuamero de inflorescéncias (NI) e tempo
necessario para a emissao de botdes florais (TM) das plantas de
Tanacetum parthenium tratadas com Arnica montana, escala
decimal

Quadrado Médio do Residuo

i et MF NI ™
Homeopatia (Hp) 5 6745,167 7020,483 62,5000
Adubagao (Ad) 75503,12 4256,333 75,0000
Hp * Ad 5 1370,383™ 2245,633" 7032,8000°
Residuo 36 1198,261 311,2500 11,68056
Média Geral 273,16 76,792 46,000
CV(%). 12,67 22,97 7,43

* * o ™ indicam significAncia a 5%, 1% ou n&o significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
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Quadro 10A Resumo da analise de variancia da porcentagem de partenolideo,
em relacdo a massa seca da parte aérea (PAR), massa seca da
parte aérea (MS) e conteudo de partenolideo por planta, em
relacdo a massa seca total da parte aérea das plantas de T.
parthenium tratadas com Arnica decimal

FVv GL Quadrado Médio do Residuo

PAR MS PPL
Homeopatia (Hp) 5 274,4997 620,1696 177210000
Adubagao (Ad) 1 0,1088978"™ 5508,359 41328690
Hp * Ad 5 9,397474™ 161,5742 20038550
Residuo 24 9,862546 53,62311
Média Geral 8,7306 95,196 7898,2
CV(%) 35,97 7,69 33,72

* * @ ™ indicam significAncia a 5%, 1% ou n&o significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Experimento 2

Quadro 11A Resumo da analise de variancia da altura (H) e nimero de folhas
(NF) das plantas de T. parthenium tratadas com Arnica centesimal

Quadrado Médio do Residuo

FV GL o NE
Homeopatia (Hp) 5 272,4194™ 3560,847
Adubagao (Ad) 1 77,50127 ™ 24494,22
Hp * Ad 5 143,3604 3712,380 ™
Residuo (a) 36 190,7429 3432,344.
Dias (D) 5 31853,60 208849,4
D* Hp 25 27,88789™ 1289,502
D* Ad 5 12,77917"™ 4117,064
D* Ad * Hp 25 30,41334™ 1079,152
Residuo 180 29,53660 453,3744
Média Geral 50,012 165,69
CV(%)sub. 10,86 12,85
CV(%)par. 27,61 35,35

* *+ o ™ indicam significancia a 5%, 1% ou nao significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
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Quadro 12A Resumo da andlise de variancia das variaveis porcentagem de

partenolideo, em relacdo a massa seca da parte aérea (PAR),
massa seca da parte aérea (MS) e teor de partenolideo por planta
de Tanacetum parthenium, em relacdo a massa seca da parte

aérea (PPL)
Quadrado Médio do Residuo

Fv GL MS PPL
Homeopatia (Hp) 5 141,4414™ 126998800
Adubac&o (Ad) 1 6441,398" 279311750™
Hp * Ad 5 20,81045™ 16526800™
Residuo 24 91,35575 13013780
Média Geral 90,815 9493,1
CV(%) 10,52 38,00

* e ™ jndicam significancia a 5%, 1% ou ndo significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Quadro 13A. Resumo da analise de variancia da massa fresca (MF), do
namero de inflorescéncias (NI) e do tempo necessario para
emissdo dos botdes florais (TM) das plantas de Tanacetum

parthenium
FVvV GL Quadrado médio do residuo
NI ™
Homeopatia (Hp) 5 4113,333 14,92083™
Adubacao (Ad) 1 24,08333"™ 13,02083™
Hp * Ad 5 370,4833" 3,820833™
Residuo 36 65,95834 36,42361
Média Geral 37,917 52,521
cv 21,41 11,49

* % e ™ jndicam significancia a 5%, 1% ou nao significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.



Experimento 3

Quadro 14A. Resumo da analise de variancia da altura (H), nimero de folhas
(N), contetdo de clorofila (CL), e numero de inflorescéncias (NI)
nas plantas de Tanacetum parthenium

Quadrado Médio do Residuo

i cL H N CL NI
Bloco (B) 3 0,01840382 1521,788  7,783055 129,2049"™
Stres (St) 1 0,7297592 29575,26 647,9199 2450,260**
Homeopatia (Hp) 2 0,001904163™  9,885417™  23,54954™ 50,37500"™
Hp * St 2 0,002637499™  149,1354™  19,32942™ 81,54166™
Residuo (a) 15 0,006116319  420,8715 1471106 165,0965 _
Epoca (E) 3 04361205 52747,87 139,4970 2292,538
E* St 3 0,01548715 529,5660 552,9745 2082,927
E * Hp 6 0,002565278™  108,7882"™  19,15392™ 27,31944™
E* Hp * St 6 0,004073611™  282,3160™  33,76612 52,37500™
Residuo 54 0,004241087  161,0151 10,08612 147,1609
Média Geral 0,29385 70,427 46,029 5,2813
CV(%)sub. 22,16 18,01 6,89 229,70
CV(%) 26,61 29,12 8,33 243

* % e ™ jndicam significancia a 5%, 1% ou néo significativo a 5% de probabilidade pelo teste F,

Quadro 15A . Resumo da andlise de variancia da massa fresca (MF) e
conteudo de prolina (PRO) nas plantas de T. parthenium

Quadrado Médio do Residuo

Fv cL MF PRO
Bloco (B) 3 2920,652 0,3268395
Stres (St) 1 31246,72** 254,7751
Homeopatia (Hp) 2 23,93332"™ 1906,797"
Hp * St 2 36,19089™ 971,4277
Residuo (a) 15 523,1036 0,1337212
Epoca (E) 3 17477,16 4634,320"™
E * St 3 615,2026 2602,832"™
E * Hp 6 80,21038™ 533,5847
E* Hp * St 6 144,8270™ 818,7312
Residuo 54 119,3591 0,1286079
Média Geral 48,562 26,757
CV(%)sub. 22,497 1,3403
CV(%)par. 47,057 1,367

* e ™ jndicam significancia a 5%, 1% ou ndo significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
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