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RESUMO

COSTA, Marly Pedroso. Desenvolvimento e teor de alcalides em plantas de ipeca
(Cephaelis ipecacuanha, A. Richard.) obtidas in vitro submetidas as condigoes
nutricionais em casa de vegetacdo. Lavras: UFLA, 1995. 61p. (Dissertagio - Mestrado em
Fisiologia Vegetal) .

A planta Cephaelis ipecacuanha, A. Richard., ¢ uma planta medicinal que possui
em sua raizes o principio ativo emetina, o qual é eficazmente utilizado no combate da disenteria
amebiana. O objetivo deste trabalho, foi estudar o desenvolvimento e crescimento de plintulas
provenientes de cultura de tecidos em relagdo a diferentes niveis de nutrigio mineral, e a sua
correlagdo com a produgio deste alcaléide no sistema radicular. As plantas foram multiplicadas
apartir de segmentos intemnodais cultivados no meio MS sélido, adicionado com 6,66 uM de BAP,
os brotos obtidos foram induzidos ao enraizamento no meio MS com a metade das concentragdes
dos sais, suplementado com 4,92 MM de AIB. Posteriormente as plantulas foram transferidas para
casa de vegetagdo e submetidas a regimes nutricionais semanalmente, utilizando como solugio
nutritiva a formulagio dos macros e micronutrientes do meio MS, nas seguintes concentragdes
(%): 0; 25; 50 e 100. As plantas foram avaliadas durarante seis, nove e doze meses de cultivo.
No periodo de seis meses, a concentragio de 25% foi a que proporcionou melhor indugio da

biossintese do alcaléide emetina, maior rendimento por matéria seca acumulada na raiz. Durante

" Orientador: Jos¢ Eduardo Brasil Pereira Pinto. Membros da Banca: Osmar Alves Lameira e Maria das Gragas
Cardoso.
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a0s nove meses, 50% da solugdo de sais do MS apresentaram melhores resultados. J4 aos doze
meses quando foi alcangada a maior sintese do alcaléide, verificou-se que 100% da solugdo foi a
melbor na indugdo da emetina. Entretanto, neste periodo as plantulas irrigadas com a solugdo
nutritiva de 50%, alcangaram maior rendimento de emetina em relagio a biomassa do sistema

radicular (110,37 mg).



SUMMARY

DEVELOPMENT AND CONTENT OF ALKALOID IN IPECAC PLANTS
(Cephaelis ipecacuanha, A. Richard.) OBTAINED IN VITRO AND SUBJECTED TO
NATURAL CONDITIONS IN GREENHOUSE.

The plants Cephaelis ipecacuanha, A. Richard., is a medicinal plant which has in
its roots the active principle emetine, which is effectivelly utilized in the combat of amebian
desintery. The aim of this work was to investigate the development and growth of plantlets from
tissue culture relative to different levels of mineral nutrition and its correlation with the production
of alkaloid in the root system. The plantlets were multiplied from internodal segments on
Murashige and Skoog medium with 6,66 UM of benzyladenine (BAP) and shoots obtained were
induced to rooting on MS medium with the half the concentrations of the salts, supplemented with
4,92 uM of IBA. Rooted plantlets were transplanted to pots in a greenhouse and subjected to
nutritional regimes weekly, utilizing as a nutritive solution, the formulation of macro and
micronutrients of the MS medium in the following concentrations: 0, 25%; 50% and 100%. The
plants were evaluated during six, nine and twelve months of cultivation. In the period of six
months, the concentration of 25% was the one which yield best induction of biosinthesis of the
alkaloid emetine, greatest yield per dry matter accumalated in the root biomass production in the
root system. For nine months, 50% of the solution of MS salts showed the best results. However,
at twelve months when the highest sysnthesis of the alkaloid, it was verified that 100% of the
solution was the best in inducing emetine. Meanwhile, the plants irrigated with the nutritive
solution of 50%, reached highest yield of emetine in relation to the root system biomagsa'

(110,37 mg).



1 INTRODUCAO

As reservas naturais estdo sendo sistematicamente destruidas e milhares de espécies
estdo se extinguindo antes dos cientistas as estudarem. Nas tltimas décadas, perto da metade das
florestas tropicais foram perdidas, e com elas grande parte da vida na terra.

Possuidor de umas das mais ricas floras do mundo, o Brasil conta com 120.000
espécies das quais cerca de 10% sio consideradas medicinais, deste total muito pouco est4 sendo
estudado. Com o maior patriménio de diversidade genética vegetal do planeta, o nosso pais
investe pouco nas pesquisas em bioquimica, genética e fisilogia vegetal referentes a este grupo de
plantas. Entretanto, nos E. U. A, estimativas de vendas de medicamentos derivados de plantas,
constatam que o mercado destes produtos movimenta anualmente US 12 bilhdes de dolares
(Fundagio Brasileira de Plantas Medicinais, 1991). Este alto valor comercial é decorrente do fato
de que, a tradigdo no uso de plantas medicinais vem aumentando de geragdo a geragio. Mesmo
em paises bastantes desenvolvidos, como os do Oeste da Europa, onde o consumo de
medicamentos de origem vegetal dobrou nos tltimos anos, uma das principais razdes desta
renovagdo pode esti relacionado com a eficicia, de um grande nimero de preparagdes
farmacéuticas terem demonstrado através dos estudos, a mesma aplicabilidade no padrdo cientifico
das drogas sintéticas (Hamburguer e Hosttemann, 1991).

Segundo estimativas da Organizagdo Mundial de Saide (OMS), 80% da populagio

mundial usa medicagdes tradicionais (populares) para suprir as necessidades de assisténcia médica
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primiria. Nos paises desenvolvidos, as drogas quimicas derivadas de plantas também
desempenham um papel importante na composi¢do dos medicamentos. Nos EUA, por exemplo
25% de todas as receitas médicas de 1959-1980 continham extratos de plantas ou principios ativos
preparados de plantas , em 1980 os consumidores americanos gastaram U$ 8 bilhdes em receitas
medicas que continham composto obtidos a partir de espécies vegetais. Em torno de 7.000
compostos atualmente utilizados na medicina moderna sio derivados de produtos naturais. Em
paises altamente industrializados, 40-45% dos produtos farmacéuticos comerciais sio de origem
natural (Elisabetsky, 1987).

Entre 1980 e 1984, foram emitidas no Japdo, 39 patentes para utilizagio de
compostos quimicos vegetais; 32 das quais (82%) foram para produtos secundarios com
propriedade medicinal (Fujita e Tabata, 1987).

Devido aos altos custos de importagdo, o Brasil vem sentindo a necessidade de
buscar solugées proprias para o desenvolvimento de tecnologias farmacéutica nacional. Constitui
campo de alta relevéncia, a pesquisa de plantas medicinais da flora brasileira.

A planta Cephaelis ipecacuanha, A.Richard., popularmente conhecida por ipeca
possui em suas raizes sete alcaléides como principios ativo, sendo que a emetina se destaca como
o principal. Estes alcalbides sdo eficazmente utilizados no combate da disenteria amebiana, além
de possuirem propriedades adstringentes, espectorante e antiinflamatéria (Vieira, 1991).

Em decorréncia da sua exploragio vegetal indiscriminada, destruigio das florestas,
longo tempo de germinagdo das sementes, a ipeca se encontra em via de extingdo. As plantas s3o
herbaceas, perenes, pertencente a familia Rubiaceae (Vieira, 1991). E uma planta indigena do

Brasil, encontrada na Amazonia sob arvores de grande porte.



O composto secundario emetina, faz parte dos alcaléides isoquinolinicos, e tem
como seu aminoacido precursor, a tirosina. Estes compostos geralmente estio em pequenissimas
quantidades nas plantas, e por isso sio avaliados em varios délares. Os metabélitos secundarios
s@o expressados em células, tecidos e orgdos durante especificos estagios de crescimento nos
vegetais. Na ipeca, em condiges naturais de cultivo, esta expressdo ocorre em maior taxa quando
a planta esta adulta, aproximadamente com 3-4 anos, ou seja, justamente na época de sua
florag@o, apresentando 1,28% de emetina (JHA et. al, 1991).

A cultura de tecidos vegetal, é uma ferramenta promissora para preservagio e
propagacio rapida de éspecies que levam longo tempo para germinar, possuem baixa taxa de
frutificagio e que estio em via de extingdo. Atualmente, muitas plantas medicinais ji sio
micropropagadas in vitro . Através da biotecnologia é possivel aumentar a produgio e diminuir o
prego de principio ativos fitoquimicos.

Fatores que estimulam o metabolismo primério, o crescimento e desenvolvimento
dos vegetais, como por exemplo a nutrigdo mineral, podem estimular positivamente a produgio
dos alcalbides, pois o metabolismo secundirio esti ligado ao metabolismo primérios através de
seus aminoacidos precursores.

Nao existem relatos sobre a ipeca quanto ao aspecto nutricional influenciando no
seu crescimento, desenvolvimento e produgdo de emetina.

O objetivo do presente estudo, é iniciar o esclarecimento da exigéncia nutricional
da ipeca, correlacionado com a maior produgio de emetina em relagdo ao seu desenvolvimento e

crescimento das plintulas provenientes da cultura de tecidos.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A planta

a) Condig¢des atuais

A planta Cephaelis ipecacuanha, A. Richard, ¢ conhecida no Brasil vulgarmente
como ipeca, poaia e ipecacuanha. Ocorre na América Central (Nicarigua, Costa Rica e Panama) e
na América do sul (Col6mbia e Brasil), sendo que no Brasil, as populagdes estdo restritas aos
estados de Rondonia, Mato Grosso, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Bahia, Pemambuco e
Amazonas. Nas Américas a produgio da ipeca ¢ toda por extrativismo, mas ha alguns anos, mudas
da ipeca foram levadas do Brasil para a India, que tonou-se o wnico pais a cultivi-la. A maior
parte da produgdo é exportada sob a forma de planta seca ou de extrato obtido das raizes, e o
Brasil estd entre os principais exportadores, tendo como principais mercados a Alemanha,
Espanha, Franga, Japio, Malasia, Portugal e Paises Baixos. De acordo com informagdes da Cacex,
0 quilo da raiz da planta seca de ipecacunha custava em 1990, US$ 16.48; enquanto que o quilo
do extrato em 1988 custava US$ 242.87. A ipeca do Brasil é considerada a mais valiosa, porque
possui maiores teores de emetina que a da América Central e Coldémbia (Assis, 1993). Atualmente

no mercado interno, o custo do quilo da raiz esta em tomo de US$ 29.67.



b) Descri¢io botanica

A descrigao botanica da ipeca feita por Penna (1946), relata que se trata de uma
planta pertencente a familia das Rubiaceaes, é herbacea, tem comumente 36 cm de altura, possui
folhas opostas, ovais e lanceoladas; as flores sdo brancas, e os frutos ovoides (Figura 1). A raiz é
fibrosa, com depressdes circulares, ¢ de 24 cm de comprimento, externamente é cinzenta escura,

cheiro fraco e sabor amargo e nauseante. Segundo Gupta (1971), as raizes de plantas de ipeca

com a idade de trés anos apresentam 30g de peso seco.

FIGURA 1. Fotografia ilustrativa da descrigdo boténica da planta de ipecacuanha. Lavras - MG,
1995.



¢) Reprodugio da ipecacuanha

A sua reprodugio de acordo com Alzugaray e Alzugaray (1988) ocorre por
fragmentos da raiz e sementes. Prefere local sombreado coberto de arvores frondosas que lhe
forecem abrigo, abundante material vegetal em decomposigdo, e é uma planta de dificil cultivo. A
reprodugdo por sementes é bastante demorada, levando seis meses para a sua germinagio,
ehquanto que a sua propagagdo por estacas ainda nio estdi dominada (Gatonni, 1959;
Kalyanasundaram, 1968).

Plantas provenientes de semente (Chatterjee et al., citado por Ikeda et al., 1988),
florescem apos dois anos de cultivo, entretanto este wltimo autor cita que plantas de ipeca
originadas de cultura de tecidos florescem em casa de vegetagio apés dois meses de cultivo, no
entanto nunca dao frutos. A sua propagagdo in vitro no Brasil, tem alcangado recente sucesso nas

pesquisas de Lameira, Costa e Pinto (1994).

d) Composi¢iio quimica das raizes

Nas raizes da ipecacuanha, se encontram sete alcaléides, na proporgio de 2 a 3%
do peso seco, que estdo localizados preferencialmente no cortex, e sdo: emetina, cefalina,
psicotrina, ipecamina, hidroipecamina, metilpsicotrina emetamina, dos quais, os mais importantes
devido ao seu interesse farmacolégico sdo os dois primeiros (Ra-Mén, 1957). Os varios efeitos
medicinais que os alcalbides da poaia oferecem segundo Vieira (1991) sdo: propriedades
adstringentes, hemostaticos, sudorificos, eméticos, é recomendado para o tratamento de nauseas e
vOmitos na gravidez e asma. Ele recomenda como uso geral, o cha de 6 gramas de raiz para

200 ml de 4gua fervente, deixar esfriar e tomar 3 xicaras ao dia.



2.1.1 Nutri¢io x crescimento e desenvolvimento

A relagio peso seco da parte aérea e raiz, mostra a distribui¢io de assimilados pela
planta, a parte aérea e o sistema radicular estio em constante competi¢do pelas substancias
assimiladas ou sintetizadas pela planta. Assim, isto pode servir como base para identificagdo dos
fatores ambientais e quimicos que influenciam no crescimento e desenvolvimento das plantas
(Aung, 1982).

Durante o inicio do crescimento, a raiz ¢ menos exigente ao nivel de nitrogénio no
solo, a resposta do seu crescimento a este elemento esti relacionado com 6 estagio de
desenvolvimento do vegetal (Mackay e Barber, 1986).

Espécies perenes direcionam aproximadamente 50% dos seus fotossintatos para o
crescimento da raiz (Person, 1979), enquanto espécies anuais direcionam 30% (Maizlich, Fritton e
Kendall, 1980). Quando as plantas estdo sob deficiéncia nutricional de nitrogénio elas chegam a
acumular 90% da biomassa total nas raizes (Salisbury e Ross, 1992). Em trabalhos com milho foi
verificado que plantulas cultivadas com nitrogénio nas dosagens de 105 e 210 mg/l, as respectivas
relagdes de parte aérea e raiz, 1,25 e 2,89, enquanto que nas plantas controle foi de 0,63
(Maizlich, Fritton e Kendall, 1980). Porém, segundo Salisbury e Ross (1992), plantas que crescem
em excesso de nitrogénio, tém as folhas com coloragdo verde escuro e mostram abundante
folhagem, geralmente com alta proporgao parte aérea/raiz, e apresentam um retardamento na fase
de floragdo. O nitrogénio na forma de NH'; na dosagem de 280 mg/l promove o engrossamento

das raizes e elevam o niumero de raizes laterais,
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Durante o desenvolvimento inicial das plantas de Pipper, Leskovar, Cantliffe e
Stoffela (1989) observaram um requerimento de 84 mg/1 de nitrogénio, mas ao chegar proximo a
fase de floragio, as folhas e as raizes aumentaram sua exigéncia nutricional para 112 mg/l, e ambas
tiveram sua matéria seca aumentadas com o aumento do nivel de nitrogénio.

Em ensaios com amendoim adubados com nitrogénio, Singh e Ahuja (1985),
constataram aumento da produ¢do de matéria seca, durante todos os estagios de crescimento. O
elemento fosforo promoveu o aumento de peso seco, comprimento em raizes de milho, embora
elas tenham se tornado mais finas (Anghinoni e Barber, 1980).

Concentragdes de 90 mg/1 de nitrogénio supridas as plantas de Hyocyamus muticus
parceladas em trés épocas, promoveram 62% de aumento de matéria seca, contudo o tempo de
aplicagdo ndo influenciou significativamente no rendimento (Yadav et al., 1984).

Um dos aspectos que ajuda bastante a a¢do do nitrogénio, na forma de nitrato a
aumentar o rendimento de matéria seca, é sua influéncia no nivel de fito-horménios,
particularmente na formacdo de citocininas na raiz (Darrall e Wareing, 1981), a qual é estimulada
pela presenga de NO3. E grandemente conhecido que aspectos do crescimento de plantas
envolvem o controle hormonal (Magalhdes e Wilcox, 1987). Além do mais, a adi¢do de NO’; no
solo resulta no aumento da atividade e na produgdo de proteinas nitrato redutase nas raizes e na
parte aérea (Somer et al,, 1983), a qual € responsavel pela redugdo inicial do nitrato e que tornara
disponivel o nitrogénio na sintese de aminodcidos e consequentemente, a produgdo de outras
proteinas (Oaks, 1985). Contudo, para que ocorra tanto a absor¢do do nutriente como a produgio
da proteina, a planta precisa produzir mais ATP, uma vez que o passo inicial da sintese protéica, ¢

ativagdo dos aminoacidos na presenga de ATP.
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Deste modo, os elementos magnésio, potassio, nitrogénio e fosforo sio
grandementes necessarios para que ocorra a sintese protéica, e consequentemente a produgio de
biomassa vegetal. Pois, o potassio une os RNA" aos ribossomos durante o processo de tradugio;
0 magnésio tem a fungdo de agregar as duas subunidades dos ribossomos; o fosforo faz parte dos
nucleotideos e o nitrogénio dos aminoacidos (Marschner, 1990).

Porém as proteinas do vegetal adulto se encontram em um estado dinamico, sendo
continuamente sintetizadas e desdobradas. Faltando nitrogénio para as plantas a partir de um dado
momento, o elemento acumulado em orgdos mais velhos, folhas principalmente, € redistribuido
para orgios mais novos. Sem nitrogénio nio ha proteina, consequentemente as plantas deficientes
se desenvolvem menos (Malavolta, 1980).

A participagdo de macro e micronutrientes no processo de rizogénese pode ser
analisada em duas fases distintas, na indugio dos primordios radiculares, ¢ em seu
desenvolvimento.

Assim, o aumento do eixo principal e a inibicdo da formagdo de raizes laterais, sio
geralmente observadas quando ocorre um suprimento sub6timo ou deficiéncia de nutrientes
minerais, por exemplo potassio e nitrogénio (Jensen, 1982). A acumulagdo de matéria seca da raiz
¢ menos afetada do que a da parte aérea (Heitholt, 1989). Logo se taxas 6timas sio supridas, o
crescimento da raiz é estimulado,se o nivel é excessivo o crescimento € reduzido (Malzlish, Fritton
e Kendal, 1980).

O continuo influxo de nutrientes acima das concentragdes que saturam' a planta, e
que s30 necessarios para o crescimento, causa uma acumulagdo de luxuria nutricional nas plantas,

1o entanto esta abundancia pode mudar durante as épocas de crescimento (Chapin, 1980).
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Em tomates os nutrientes minerais promoveram o elongamento das raizes e
induziram a emergéncia das raizes primarias (Aung, 1982). O aumento da adubagio nitrogenada
promoveu o comprimento € o numero de raizes primérias nas plantas de Pipper (Leskovar,
Cantliffe e Stoffella, 1989).

Outro fator externo que inibe o crescimento no elongamento das raizes primérias, é
a condi¢do de solos aerados pobremente, compactados € com temperatura altas, favorecem a
acumulagdo de etileno na rizosfera, provocando além disso, a absorgdo de ions que promovem a

clorose nas plantas (Jackson, Drew ¢ Griffard, 1981).

2.1.2 Cultura de tecidos vegetal x plantas medicinais

A cultura de tecidos vegetal tem sido considerada como uma ferramenta
promissora para a preservagdo de fontes vegetais assim, bem como a propagagdo comercial de
plantas medicinais (Miachir, 1992).

As plantas medicinais sio de grande interesse na biotecnologia ¢ um dos seus
principais objetivos em suas pesquisas, ¢ aumentar a produgdo e diminuir o preco de alguns
metabolitos secundarios (Bajaj, Furmanowa e Olszowsk, 1988).

Durante os iltimos anos o interesse na propagagdo em grande quantidade de
plantas medicinais in vitro, tem aumentado distintamente por varias razdes. Muitas dessas plantas,
quando propagadas por métodos convencionais, levam um longo tempo para se multiplicarem,
apresentam baixa taxa de multiplicagio e germinagdo das sementes, além de que varias espécies

estdo em via de extingdo. Muitas plantas produtoras de principios ativos ja possuem um protocolo
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ideal de micropropagagéo, e mais precisamente 108 plantas medicinais ji foram estabelecidas in
vitro (Bajaj, Furmanowa e Olszowsk, 1988).

Estudando a propagagdo clonal da ipeca através de segmento internodal, Tkeda et
al. (1988) obtiveram apenas dois brotos por segmento, quando inoculados no meio Bs sélido
suplementado com 0,05 uM de ANA e 13,32 uM ou 22,20 uM de BA, enquanto que por
segmento apical conseguiu-se apenas um broto.

Através de observagdes, Yoshimatsu e Shimomura (1991), perceberam que
segmentos internodais quando inoculados no meio MS, e adicionado com 0,44 uM de BA ou 0,46
UM de KIN, produziram dez brotos por segmento. Utilizando o mesmo tipo de explante,
inoculado com 6,66 uM de BAP no meio Bs, Lameira, Costa e Pinto (1994) obtiveram até nove
brotos por segmentos na cultura inicial, e uma média de cinco brotos no subcultivo.

Na fase de indugdo de enraizamento dos brotos de ipeca, Ikeda et al. (1988)
utilizando o meio Bs com 17,12 uM de AIA, alcangaram 100% de enraizamento, um sistema
radicular com 1,0 cm de comprimento e em média 7,3 raizes por plantula apés um a dois meses
de cultivo in vitro. As plantulas assim obtidas, foram aclimatadas em casa de vegetagio, as quais
depois de sete meses apresentaram as raizes com 5 cm de comprimento.

Posteriormente Yoshimatsu e Shimomura (1991), utilizaram os meios WP e B,
sem regulador de crescimento para enraizar brotos in vitro. Apds um ano em casa de vegetagio,
obtiveram 5 cm de comprimento do sistema radicular, Em termos de mimero de raizes formadas
em plantas de ipeca in vitro,conseguiu-se em média 15 raizes ao utilizar 0 meio MS com 50% da
concentragdo normal suplementado com 4,92 pM de AlB, 0,87 uM de GA; e 0,1% de carvio

ativado (Lameira, Costa e Pinto,1994),



12

Tanto as auxinas como os nutrientes nitrogenados estimulam o enraizamento,
embora a auxina parega ser o fator mais limitante (Vilio, 1986).

Uma toxidez de auxina durante a fase de emrazamento in vitro, pela alta
concentragdo ou pelo longo periodo de exposigio dos brotos ao meio indutor, poder-se-ia
manisfetar somente na fase de alongamento das raizes, onde as raizes nio continuam seu
crescimento (Grattapaglia e Machado, 1990).

Para melhorar o alongamento das raizes in Vitro, apés a iniciagdo radicular, alguns
pesquisadores transferem os brotos de um meio com auxina para um meio sem reguladores de
crescimento (Sivir e Erez, 1980; James e Thurbon, 1981; Lameira, Costa e Pinto, 1994).

| Tanto as auxinas como os nutrientes nitrogenados estimulam o enraizamento,

embora a auxina parega ser o fator mais limitante (Vilio, 1985).
2.1.3 Nutri¢io x produtos secunddrios

Fatores que estimulam o metabolismo primério ou o crescimento, podem estimular
a biossintese de alcaléides, como a disponibilidade de nitrogénio, outros nutrientes morganicos,
temperatura ¢ fonte de carbono metabolizivel (Robinson, 1974). Por serem os alcaldides
formados de esqueleto carbénico, Alonso (1983), relata que a luz influéncia na fotossintese e
consequentemente na produgio destes compostos.

Plantas Papaver somniferum quando tratadas com fertilizantes nitrogenados e
fosfatados, Kharwara; Awasthi e Singh (1986) observaram aumentos de 24% no teor de morfina
nas sementes, entretanto, o contetido de proteina diminuiu. Winter e Loustalot (1952) trabalhand;i

com a planta Chinchona ledgeriana durante um ano de cultivo, identificaram quantidade superior
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do alcaléide, nas diferentes dosagens de nitrogénio em relagdo as plantas controle. Nas raizes de
Atropa belladona ocorreu significantes aumentos no conteiido dos alcaléides (atropina e
hyoscyamina), quando nutridas com fosforo, mas pequeno crescimento foi observado nas raizes
(James, 1950).

O metabolismo do nitrogénio, é uma caracteristica muito importante porque ¢ ele
que entra em maior proporgio na constituigio dos meios, e a qualidade das fontes de nitrogénio
influenciam fortemente o crescimento e a formagdo de metabolitos secundarios.

O uso da forma combinada NO; . [NH,]", resulta em uma grande viabilidade de
nitrogénio para o metabolismo secundario, porque ocorre o uso direto do nitrogénio
(transformagdo em glutamato) pelas raizes, quando absorvido com NH',, enquanto que parte do
nitrogénio na forma de NO'; é diretamente translocado para a parte superior do vegetal. Assim, o
aménio quando absorvido é usado preferencialmente para a sintese de aminoacidos e proteinas
(Schrader; Domska; Jung e Peterson, 1972).

Em Datura stramonium tratadas com NO'; . [NH,]", foi percebido por Demeyer e
Déjaegere (1992) altos contetdos de hyoscyamina quando foi alcangada elevada produgio de
biomassa.

Outros minerais segundo James (1950), influenciam na produgio de alcaldides,
porém ¢ mais complexa, especialmente com potissio e calcio, onde as mudangas nos ensaios sio
geralmente muitos pequenas, ndo alcangando niveis de significancia.

Nos experimentos com Atropa belladona, James (1950), constatou que o uso de

potassio fez diminuir o teor dos alcaléides (atropina e hyoscyamina), embora tenha ocorrido um
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aumento no peso seco da raiz. Quando tratou as plantas com calcio, houve aumento no conteiido
do alcaléide mas diminuiu o peso seco da raiz. Ele esclarece que o potassio estimula a sintese
protéica, enquanto o calcio a retarda. Desse jeito, estava havendo uma formagio competitiva entre
proteina e alcaldide durante o periodo de crescimento, com o calcio favorecendo o direcionamento
do nitrogénio para os alcaléides e o potissio para a sintese de proteinas.

Recentemente Mantanari Janior, Figueira e Magalhdes (1993), estudaram a
influéncia da fertilizagio NPK na biomassa e no teor do alcaléide em Atropa belladona, e
obtiveram incrementos na biomassa sem alterar o teor de alcaléide. Lindsey e Yeoman (1983),
comentam que condigdes de cultivo que promovem alta taxa de divisio, comumente nio
conduzem a altas taxas de metabélitos secundirios, Entretanto, Yadav; Mohan; Singh e Gupta
(1984) obtiveram 50% de rendimento de alcaldides e 55% de rendimento de matéria seca em
plantas de Hyoscyamus muticus, quando supridas com aproximadamente 90 mg/] de nitrogénio.

Todos os tecidos vegetais contém quantidades variadas de nitrogénio solivel,
compostos nitrogenados simples, tais como amina, aminoicidos, e bases nitrogenadas simples.
Estes podem originar-se através da sintese direta através da aménia e produtos de glicose, ou
indiretamente pela via da formagdo e consecutiva decomposigio das proteinas. Portanto estes
compostos nitrogenados sio fragdes precursoras da sintese dos alcaloides, como mostra o

esquema (Figura 2).
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ALCALOIDES PROTEINA AMINOACIDOS

DN 7

NITROGENIO ORGANICO SIMPLES

(aminas, aminoacidos, etc.)

T

ACUCAR - produtos + NH; < NH'; e NO;
da glicolise

GLICOLISE ABSORCAO DOS SAIS

FIGURA 2. Representagio esquematica dos compostos nitrogenados precursores da sintese dos
alcaldides (James, 1950).

2.1 4 Produtos secunddrios x alcalbides

Alcaloides sdo compostos secundirios que contém em sua estrutura o elemento
nitrogénio, cujos precursores sio aminoacidos e geralmente sdo sintetizados em tecidos com
crescimento ativo (Goodwin e Mercer, 1983). Estes compostos sdo classificados de acordo com
os tipos de moléculas de aminoacidos, que se condensam, originando diferentes sistemas de cadeia
heterociclica presente em sua estrutura, como por exemplo os alcaldides isoquinolinicos derivados
do aminoacido tirosina (Robinson, 1974). Estes isoquinolinicos, sdo contidos nas plantas de

Thalictrum rugosum (alcaléide berberina) Gugler, Funk ¢ Brodelius (1988); Eschscholtzia
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californica (sanguinarina) Piatti, Boller ¢ Brodelius (1991); Papaver somniferum (morfina)
Williams e Allis (1993).

Estes compostos sio sintetizados e acumulados em tecidos e células especiais
(Wink, 1990), porém o sitio de armazenagem pode ocorrer no mesmo orgio onde foi sintetizado
ou em outra parte da planta, precisando assim, de um transporte a longa distancia. A nivel celular,
Wink (op.cit) relata que os alcaléides se acumulam nos vaciolos. Segundo Alonso (1983), a
acumula¢do da nicotina ocorre nas folhas e entretanto ela é sintetizada nas raizes da planta de
tabaco. Em Lupinus os alcaléides sdo sintetizadsos na parte aérea e translocados para o sistema
radicular.

A variagdo da quantidade de compostos secundirios acumulados, ¢ resultado de
um conjunto de interagdes complexas entre biossintese, transporte ¢ degradagdo. Balandrin e
Klocke (1988), comentam que estes acontecimentos estdo correlacionados com o processo de
diferenciagdo e especifico estagio de desenvolvimento dos orgdos da planta.

A seletiva indugdo desses processos de diferenciagio e sintese, é governada por

principios de expressio diferencial dos genes (Luckner, citado por Stumpf e Com, 1981).
Hashimoto ¢ Yamada (1994) complementam citando que, igualmente a muitos outros genes, a
expressio dos genes que codificam as enzimas biossintétizantes de alcaloides, sio reguladas
espacialmente ¢ temporariamente, assim bem como pelos estimulos internos e externos, tais como
hormoénios vegetais, luz e estresses. Assim, sementes de Lupinus, demonstram no comeco da
germinagdo, o conteudo baixo dos alcaldides, mais depois aumentam exponencialmente até o final
em que o crescimento diminui ligeiramente. Em geral, segundo Wiermann (1981) a forte

biossintese dos alcaldides ocorre no inicio do florescimento, e diminui ou para durante esta fase.
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Através da curva de crescimento de células em suspensio de Thalictrum rugosum,
constataram que a produgdo do alcaloide foi verificada no final da fase de crescimento
exponencial, e inicio da fase estacionaria. Eles explicam que, a pouca sintese do produto
secundario no inicio da fase exponencial, pode ser devido ao fato do aminodcido precursor a
tirosina, ndo estar disponivel nas células no inicio do crescimento, pois neste estagio ocorre alta
sintese de proteina ou porque, os gens que codificam para a enzima responsavel pela sintese do
alcaloide, ainda ndo tenham sido ativados (Funk, Gugler e Brodelius, 1987). Outro motivo para
reforgar a falta do aminoacido tirosina , é que segundo Lehninger; Nelson e Cox (1995), a maioria
das proteinas vegetais possuem na sua constitui¢do, residuos de aminoacidos tirosina. Resultados
semelhantes foram encontrados em cultura de suspensdo de células de Cephaelis ipecacuanha
(Jha et al., 1991).

Tais indicagdes confirmam a ligagio do metabolismo secundirio ao primario,
através da dependéncia dos seus substratos (Barz e Koster, 1981). Células em suspensio de
Thalictrum rugosum, quando foram elicitadas no inicio da fase estacionaria, ocorreu alta produgio
do alcaldide paralela a alta producdo de proteinas ¢ atividade da enzima TDC (Gugler, Funk e
Brodelius ,1988). Os autores confirmam que o aumento da atividade da TDC foi devido a sua
sintese de novo, isto porque, ndo observaram esta atividade quando adicionaram a actinomicina D
ou ciclohexamida nas culturas de suspenso celular.

Plantas jovens, utilizam grande parte dos seus aminoacidos para o metabolismo
primirio, na sintese proteica, enquanto que plantas maduras suprem melhor o metabolismo
secundario (Demeyer e Dejaegere, 1992). Em plantas de tabaco, o conteudo de proteina e nicotina

tém suas produgdes paralelas durante o desenvolvimento da planta, alcangando o maximo no
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inicio do florescimento, vindo a decairem durante esta fase e na formagdo das sementes (Deleano,
citado por James, 1950).

No entanto, Yeoman et al. (1990), relatam a existéncia de uma relagio inversa
entre a sintese protéica e a sintese dos metabolitos secundérios, baseado na utilizagio diferencial e
antagonista dos metabolitos secundarios. Segundo Phillips e Henshaw (1977), em trabalhos com a
espécie Sycamore identificaram que quando a sintese protéica foi experimentalmente alcangada, a
sintese do fenol foi reduzida.

O papel dos produtos secundarios nos vegetais, ndo esta relacionado com o seu
crescimento, mas estdo fisiologica e bioquimicamente relacionados as repostas da planta ao meio
ambiente. Estas respostas podem esta associadas ao processo de resisténcia a estresse ambiental,
atragdo de agentes polinizadores, defensivos protetores, contra microorganismos,insetos ou
herbivoros predadores,etc. (Miachir, 1992).

Embora os metabolitos secundirios sejam derivados dos metabélitos primarios, os
quais sdo produzidos em grande quantidade e em todas as espécies, aqueles possuem distribuigio
limitada no reino vegetal, uma vez que, sio geralmente dispendiosos metabolicamente para serem
produzidos ¢ acumulados, portanto estio presentes nas plantas em quantidades extremamente
baixas (Balandrin e Clocke, 1988). A glucose necessaria para produzir 1 g de um composto
primario € geralmente menor do que para biossintetizar esta mesma quantidade de um composto

secundario (Baas, citado por Begon e Fitter, 1992).
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2.1.5 Emetina

O principio ativo emetina faz parte do grupo dos isoquinolinicos dos alcaloides, os
quais originam-se da condensagio de moléculas do aminodcido tirosina (Claus e Tyler, 1968).
Crocomo (1985) relatou que este aminoacido aromitico, ¢ sintetizado através do metabolismo do
acido chiquimico.

A enzima chave, que liga o metabolismo primirio ao secundério, através da
descarboxilagdo da tirosina, e dando inicio a sintese de emetina, assim como virios outros
alcaléides, ¢ a TDC, citada por varios pesquisadores (Gugler, Funk e Brodelius, 1988; Piatti,
Boller e Brodelius, 1991).

A emetina tem como seus primeiros intermediarios na via metabélica secundaria,
duas unidades de dopamina e uma molécula de secologamina (Kaplan e Gottlieb, 1990) (Figura 3)

¢ a sua estrutura molecular € mostrada na Figura 4C.

Acido Chiquimico
{
TIROSINA
!
(2) Dopamina + Secologamina
{

EMETINA

FIGURA 3. Representagio resumida da via metabélica do alcaléide emetina. UFLA, Lavras - MG,
1995,
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Este alcaléide, em nosso século, se transformou em droga principal para o
tratamento da disenteria amebiana, embora tenha sido isolada no século XIX (Kaplan e Gottlieb,
1990). Segundo dados contidos no catilago da Sigma (1995), 1 g de emetina custa U$ 34.90.

Dos 2% do total de alcaloides contidos nas raizes da ipeca; 1,32% é referente ao
conteido de emetina (Claus e Tyler, 1968). Em plantas adultas com 3-4 anos de cultivo na India, a

produgdo deste alcaléide atingiu 1,28% (Chatterjee et al, citados por Jha, Sahu e Mahato (1988).

HaCO
N
COOH H4CO
CO,H
NH
2 CH
HO OH HO 2
OR
R + H = Cefalina
R + CH; = Emetina
A B C

FIGURA 4. Estruturas quimicas de (A) Acido chiquimico, (B) Tirosina e (C) Emetina. UFLA,
Lavras - MG, 1995.

O teor da emetina de 1,025% e 1,0621%, foram obtidos por Ikeda et al. (1988), em
raizes primarias e secundirias nas plantas de ipeca respectivamente, obtidas através de mergulhia
de estacas, e cultivadas por dois anos em casa de vegetagdo. O autor comenta ainda, que plantas
originadas in vitro e cultivadas em casa de vegetagdo durante sete meses, apresentaram 0,251;

0,513 € 0,673% de teores de emetina nas raizes primérias respectivamentes quantificados em
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plantas com um, dois e sete meses. Enquanto que nas raizes secundirias com sete meses,
observou-se 1,291% do teor do principio ativo.

Plantas de ipeca provenientes de cultura de tecidos, e cultivadas em casa de
vegetagio, segundo relatos de Yoshimatsu e Shimomura (1991) apresentaram 0,82% de emetina
nas suas raizes.

Trabalhando com cultura de raiz de ipeca, Jha et al (1991) verificaram 0,77% do
contelido de emetina. Recentemente, Yoshimatsu, Kaio e Shimomura (1994) quando transferiram
plantas de ipeca com um ano de idade cultivada em casa de vegetagido para o campo, verificaram
1,8% do teor de emetina nas raizes apés sete meses de cultivo. Yoshimatsu e Shimomura (1991)
trabalhando com plantas de ipeca regeneradas in vitro e, mantidas em casa de vegetagdo por 17

meses de cultivo, obtiveram nas raizes secundarias 1,14% de emetina.



3 MATERIAL E METODO

3.1 Obtencéo de plantulas in vitro

Brotos de Cephaelis ipecacunha provenientes de cultura de tecidos foram cedidos
pelo Laboratorio de Biotecnologia da EMBRAPA-CPATU como fonte inicial de indculo para o
desenvovimento deste trabalho.

Com o objetivo de se obter material asséptico o suficiente para instalagio do
experimento, segmentos internodais foram subcultivados trés vezes no meio basal de Murashige e
Skoog (Murashige e Skoog, 1962) - MS, solido (0,7% agar) suplementado com 6,66 uM de
BAP.

Os brotos originados da terceira subcultura que atingiram apos trés meses 2,0 cm
de altura minima, foram individualizados e tranferidos para o meio de indugio de raiz com a
metade das concentragdes dos sais do meio bisico MS , solidificado com agar ( 0,7%) e
suplementado com 4,92 uM de AIB. Apés um més quando se observou o surgimento de raizes, os
brotos foram tranferidos para o mesmo meio com auséncia de regulador de crescimento. Este
material entdo, foi mantido durante quatro meses nestas condi¢des até que o sistema radicular das
plantulas chegassem a um tamanho minimo de 3 cm de comprimento. As melhores plintulas com

aspectos nutricionais e de sanidade, foram destinadas a fase de aclimatagio.
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3.1.1 Aclimatacio

As plintulas inicialmente, foram submetidas a uma selegdo para uniformizar as
raizes, e posteriormente fez-se uma classificagso quanto a altura das mesmas em pequena, média e
grande. No momento do transplantio para a casa de vegetagdo, todo o material vegetal foi
colocado em copos plasticos de 250 ml com substrato plantimax. Apos, pegou-se um numero
igual de plantulas dentro de cada classificagio e direcionou-se para cada tratamento nutricional,

depois de duas semanas de aclimatagdo.

3.1.2 Tratamentos nutricionais realizados

As plantas foram transferidas para sacos de polietileno de 1,0 L contendo como
substrato, a mistura de terra e areia fina na proporgdo 1:1. As condigdes quimicas do solo se
encontram na Tabela 1.

Nos tratamentos nutricionais, utilizou-se como solugdes nutritivas a formulagio do
meio MS, composto de quatro diferentes concentragoes dos macros e micronutrientes: T1-
Controle; T2- 25% (1/4 MS); T3- 50% (1/2 MS) e T4 - 100% (1/1 MS). O pH das solugdes foi
aferido para 5,5.

As aplicagbes das solugds nutritivas foram realizadas direto na superficie do
substrato, e a quantidade fornecida foi de 20 ml por planta, no periodo semanal. A irrigagdo se

manteve constante a cada dois dias.
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TABELA 1. Condigdes Fisico-Quimicas do solo utilizado na composi¢cdo do substrato de cultivo
de plantas de ipecacuanha. UFLA, Lavras - MG, 1995,

Condigdes Fisico-Quimicas Caracteristicas
pH em Agua 5.0 Acidez Média
P (ppm) 1 Baixo
K (ppm) 19 Baixo
Ca (meq/100cc) 0.5 Baixo
Mg (meq/100cc) 0,2 Baixo
Al (meq/100cc) 0,1 Baixo
H+ Al (meq/100cc) 3.2 Médio
S soma das bases trocaveis (meq/100cc) 0.7 Baixo
t crc efetiva (meq/100cc) 0.8 Baixo
TcrcapH 7 (meq/100cc) 3,9 Baixo
msaturagdo de Al da TCT efetiva (%) 12 Baixo
V saturagio de bases da CTC a pH7 (%) 19 Muito Baixo

3.1.3 Caracteristicas Avaliadas

Os pardmetros foram avaliados apartir do sexto més, e se repetiram a cada trés

meses dentro de um ano de duragdo do experimento, ou seja, com nove e doze meses de idade.

a) Caracteristicas Fisicas:
a.1) - massa de matéria fresca da parte aérea e raiz
b.2) - massa de matéria seca da parte aérea e raiz
c.3) - altura
d.4) - comprimento da raiz

e.5) - mimero de raizes primarias



25

Quanto a obtengdo de matéria seca, o material vegetal foi submetido a uma

secagem em estufa de circulagdo forgada a ar em 45-50°C por 48 horas.

b) Caracteristicas Bioquimicas:

O material vegetal seco das raizes foi moido em um moinho tipo Willi, com peneira
de 20 MESH.

b.1) - Proteinas soliveis

A quantificagdo de proteinas foi feita segundo o método de Bradford (1967). O
reagente foi preparado diluindo 100 mg de Comassie blue G-250 em 50 ml de etanol a 95%. Feito
isso, adicionou-se 100 ml de icido fosforico a 85% (v/v) e completou-se o volume para 1,0 litro
com 4gua destilada. O reagente foi entdo filtrado 3 vezes em papel de filtro WATMAN n° 40. A
determinagdo do teor de proteina foi feita adicionando-se 0,4 ml do extrato em 5,0 ml do reagente
seguido de agitagdo em vértex. A curva utilizada foi feita com um padrio de soroalbumina-bovina
(BSA) na faixa de 20 a 100 pg/0,1 ml. Utilizou-se como extrator uma solugdo de hidréxido de
sodio (NaOH) a 0,5N , na qual adicionou-se 15mg do material vegetal. O tempo de extra¢io foi

mantido durante 24 horas.

b.2) - Anilise do alcaléide emetina

A andlise de emetina por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) foi
realizada como mostra o procedimento a seguir:

- 100 mg de raiz foram submetidas a extragdo com 4 ml de agua e 0,025 ml de
NH,OH 2N com pH 9.0, sob agitagdo por 30 seg. Posteriormente 10 ml de éter etilico foi

adicionado & solugdo que foi mantida sob agitagio por 2 min. Esta mistura foi entdo centrifugada
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por cinco minutos para separagio das fases orginicas e aquosa. A fase aquosa foi reextraida e as
fases orginicas resultantes das duas partigdes foram reunidas e evaporadas até a secura resultando
no extrato final. Posteriormente este extrato foi solubilizado em 100 uL da fase movel dos quais
20 pL foram injetados no cromatégrafo. A quantificagio foi realizada utilizando o método de

padrio externo, com curva de calibragio.

Condigdes de trabalho:

- Fase movel: Tamp3o acetato pH 5.0 - 0,25N : acetonitrila (80 : 20).

- Coluna : Lichrospher C-18, Merck - tamanho de paticula Sum - 125 mm X 5 mm.
- Fluxo : 1,0 mL/min.

-A : 282 nm.

3.1.4 Delineamento Experimental e Anilise Estatistica

O delincamento experimental utilizado foi o Delineamento Inteiramente
Casualizado (DIC), em esquema fatorial (4 x 3) com parcelas subdivididas, constituido de quatro
concentragbes das solugdes nutritivas (0; 25; 50 e 100%) e trés épocas de cultivo (6; 9 e 12

meses). O experimento teve 12 plantas como repeticio.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Acumulagiio de biomassa na parte aérea e no sistema radicular

A interagio entre solugio nutritiva e época de cultivo atingiu a significincia ao
nivel de 1% para ambas variaveis. Aos seis meses ndo houve diferengas entre as solugdes (Figuras
5 € 6). Mas apos este periodo houve um incremento na matéria seca da parte aérea bastante
acentuado com a utilizagio das solugdes nutritivas, chegando por volta de 2.8 a mais em relagio
a0 tratamento sem a aplicagio da solugo nutritiva apés 12 meses de cultivo.

Aos nove meses de cultivo, foi a época que incorporou os fotossintatos na materia
seca em maior proporgio, tanto na parte aérea quanto no sistema radicular, quando da utilizagdo
de 50% da solugdo de sais do MS (Figura 5 e 6). Assim este tratamento neste periodo, pode ser
considerado como o suprimento étimo para o desenvolvimento das plantas, uma vez que,
dosagens mais elevadas promovem um estado de luxuria nutricional, fazendo com que as plantas
absorvem os nutrientes mas ndo os revertam em biomassa, sendo que esta reversio em biomassio
pode ser revertida em estagios de crescimento posteriores (Chapin, 1980).

As plantas aos nove meses sem nutrigio e com 100% da solugdo nutritiva, tiveram
efeitos semelhantes e superiores ao tratamento com 25%, o qual produziu menor quantidade de

materia seca nas raizes (Figura 6). Em relagdo a parte aérea (Figura 5), obteve menor acumulagio
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maior biomassa (Figura 6). As solugdes nutritivas com 25% e 100% dos sais, promoveram
maiores acumulagdes de biomassa no sistema radicular e foram semelhantes entre si, quando

comparados ao tratamento sem solugo nutritiva .
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FIGURA 6. Representagdo grafica da influéncia das solugdes nutritivas na acumulagio de
biomassa nas raizes das plantas de ipecacuanha durante as épocas de cultivo. UFLA,
Lavras - MG, 1995.

O rendimento de emetina, esta intimamente relacionado com a produgio de
biomassa. Os dados contidos na Tabela 2, demonstram que as solugdes nutritivas apos 12 meses
de cultivo, promoveram maiores teores de emetina por biomassa seca de raiz produzida, quando
comparadas as plantas sem solugdo nutritiva. O tratamento irrigado com 50% de sais do MS
induziv um maior sistema radicular com aproximadamente 5g de peso seco, o que

consequentemente proporcionou maior rendimento de emetina, 241,45% a mais do que o
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tratamento sem solugdo nutritiva. Um maior incremento no sistema radicular esté de acordo com
os encontrados por Mackay e Barber (1986) em raizes de milho, eles citam que no inicio do
crescimento as raizes sio menos exigentes ao mivel de nitrogénio no solo e a resposta do

crescimento da raizes ao nitrogénio suprido esti na dependéncia do estigio de crescimento.

TABELA 2. Rendimento de emetina (mg) por produgio de biomassa seca das raizes de

ipecacuanha, influénciadas pelas concentragdes das solugdes nutritivas e época de
cultivo. UFLA, Lavras - MG, 1995.

Concentragio da Epocas (meses)
Solugio Nutritiva
6 9 12 % Relativa
0 1,15 20,53 45,71 100,00
25 % 5,13 14,82 77,98 170,59
50% 3,49 27,69 110,37 241,45
100% 2,98 16,86 82,60 180,70

4.2 Particionamento da materia seca

As solugbes mais concentradas (50% e 100%), durante o sexto més direcionaram
seus fotossintatos em maior proporgdo para a parte aérea, enquanto que a concentragio de 25%
acumulou mais no sistema radicular, o tratamento controle manteve o equilibrio, acumulando
quantidades iguais de biomassa nas duas regides da planta (Tabela 3).

Estes resultados demonstram que as plantas de ipeca provenientes de cultura in
vitro e cultivadas durante seis meses em cada de vegetagdo, ndo sdo muito exigentes

nutricionalmente, bastando assim cultiva-las com uma solugdo nutritiva em baixa concentragio dos
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macro e micronutrientes, para que o objetivo de maior propor¢ao de biomassa seja acumulado nas

raizes.

TABELA 3. Particionamento da biomassa seca (g) na parte aérea e no sistema radicular das
plantas de ipecacuanha, submetidas a diferentes concentragdes das solugdes
nutritivas durante trés épocas de cultivo. UFLA, MG- Lavras, 1995,

Concentragio Epocas (meses)
da Solugdo
Nutritiva 6 9 12

Parte Sist. | P.Aérea| Parte Sist. | P.Aérea Parte Sist. | P.Aérea/

Aérea | Radic. | /Raiz Aérea Radic. [ /Raiz Aérea Radic. Raiz

0 0,39 0,39 1,00 0,80 1,16 0,68 1,39 2,38 0,58

25% 0,37 0,42 0,88 1,00 0,87 1,14 2,28 3,67 0,62

50% 0,40 0,33 1,21 1,52 1,40 1,08 3,14 494 0,63

100% 0,38 0,29 1,31 1,40 1,16 1,20 2,50 3,55 0,70

Maizlich, Fritton e Kendal (1980) trabalhando com plantulas de milho submetidas a
105 e 210 mg/l de nitrogénio, verificaram as respectivas relagdes de parte aérea/raiz, 1,25 e 2,89;
enquanto as plantas controle alcangaram a relagio de 0,63. Semelhantes resultados foram
encontrados neste trabalho com a ipecacuanha, as solugdes mais ricas foram as que alcangaram
maiores valores das relagdes, enquanto que a solugdo menos concentrada e o controle, alcangaram
valores inferiores das relagdes parte/raiz. Segundo Aung (1974), a parte aérea e o sistema
radicular estio em constante competigdo pelas substancias assimiladas ou sintetizadas. Assim,
relagio parte aérea/raiz serve como base para identificar os fatores ambientais e quimicos que
influenciam no crescimento e desenvolvimento das plantas.

No periodo de nove meses de cultivo, todas as solugbes nutritivas acumularam
maior proporgio de biomassa na parte aérea, embora perceba-se na Tabela 3 que todos os valores
das relagdes parte aérea/raiz diminuiram, com excegéo da solugio com 25% de concentragio. Esta

queda nos valores da relagio mostram claramente que neste periodo, a exigéncia nutricional das
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plantas aumentou. O tratamento com 50% foi o que direcionou maior produgdo de materia seca
para o sistema radicular (1,40 g) , e também manteve o equilibrio do direcionamento da biomassa
entre o sistema radicular e a parte aérea (1,52 g).

Este 1ltimo resultado esti de acordo com os relatos de Person (1979), espécies
perenes direcionam aproximadamente 50% dos seus fotossintatos para o crescimento das raizes.
Heiltholt (1989), cita que a deficiéncia de nitrogénio reduz o crescimento das raizes e da parte
aérea, entretanto a acumulagio de matéria seca da raiz pode ser menos afetada. Salisbury e Ross
(1992), declaram que plantas nutricionalmente deficientes em nitrogénio, chegam a acumular nas
raizes 90% da biomassa total.

Na época dos doze meses o tratamento com 50% foi o que direcionou maior
producio de materia seca para o sistema radicular (4,94 g). Todos os tratamentos direcionaram a
acumulag¢io da biomassa para o sistema radicular (Tabela 3), induzindo as relagdes parte aérea/raiz
diminuirem significativamente. O excesso nutricional, principalmente de nitrogénio, provocam nas
folhas das plantas a coloragdo verde escuro e mostram abundante folhagem, geralmente com alta
proporgio parte aérea/raiz, e apresentam retardamento na fase de floragdo (Salisbury e Ross,
1992); o que n3o aconteceu com as plantas de ipeca submetidas a soluges mais concentradas,
pois a maioria das plantas floresceram com 1 ano de cultivo (Figura 7).

Assim, o efeito do nitrogénio no crescimento da raiz pode ser negativo ou positivo,
dependendo se a concentragdo é étima fornecendo assim, o requerimento nutricional que uma
determinada espécie necessita para ter o seu crescimento estimulado (Malzlish, Fritton e Kendall,

1980). Se taxas excessivas sdo supridas, o crescimento da raiz ¢ reduzido (Comfort, Malzer e

Busch, 1988).
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FIGURA 7. Fotografia ilustrativa das plantas de ipecacuanha durante a época de doze meses de
cultivo e submetidas as diferentes concentragdes das solugdes nutritivas.
Representagdes das concentragdes das solugdes nutritivas: 0 MS= controle; 1/1 MS=

100%; Y2 MS= 50%; Y4 MS= 25%. Lavras - MG, 1995.

Percebe-se que uma dosagem de nitrogénio considerada 6tima para uma espécie
vegetal, pode ndo ser para outra. Deste modo, plantas de ipeca durante a fase inicial de
desenvolvimento (seis primeiros meses de cultivo), exigiram concentragdo de nitrogénio da ordem
de 205 mg/l (solugdo nutriva com 25% da concentragio dos sais), e durante a fase de floragio
(doze meses de cultivo) aumentaram sua exigéncia nutriciona de nitrogénio para 410 mg/l
(solugdo nutritiva com 50% da concentragdo dos sais) para assim alcangarem maior acumulo de

biomassa no sistema radicular. Enquanto que plantas de pimenta também na fase inicial de
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desenvolvimento exigiram 84 mg/l de nitrogénio, e durante a floragdo requereram dosagem de
112 mg/l de nitrogénio para aumentar a biomassa tanto da parte aérea como da raiz (Leskovar,
Cantliffe e Stoffella, 1989). Por outro lado, plantas de Hyoscyamus muticus exigiram 90 mg/l de
nitrogénio para terem sua biomassa radicular aumentada (Yadav et al., 1984).

As plantulas de ipeca mostraram um aumento da biomassa seca em todos os
tratamentos, embora o controle tenha obtido valores menores, o que se explica pelo fato de que
sem nitrogénio no hd produgio de proteinas, consequentemente as plantas deficientes se
desenvolvem menos (Malavolta, 1980). possivelmente, a presen¢a do nitrogénio em diferentes

concentragdes nas solugdes nutritivas estimulou o maior ganho de biomassa.

4.3 Comprimento do sistema radicular

Para este parimetro, ndo houve diferencas significativas entre as solugdes e nem
para a interagdo entre solugdo nutritiva e época de cultivo. Somente alcangou significincia no
fator época de cultivo.

Observa-se na (Figura 8), o aumento linear ocorrido no comprimento das raizes
durante os doze meses de cultivo.

O comprimento do sistema radicular das plantas de ipeca neste trabalho, atingiu em
média 13,70; 17,04 e 18,42 cm de comprimento aos seis, nove e doze meses respectivamente.
Ikeda et al. (1988) também trabalhando com plantulas de ipeca provenientes de cultura de tecidos,

obtiveram um sistema radicular de 5 cm apOs sete meses de cultivo em casa de vegetagio.
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Posteriormente Yoshimatsu e Shimomura (1991) trabalhando com a mesma planta, apés doze
meses de cultivo em casa de vegtago, obtiveram este mesmo comprimento de 5 ¢cm do sistema
radicular. Ambos os pequisadores nio forneceram nutrientes para as plantas, além dos que se

encontravam no substrato de plantio.
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FIGURA 8. Representagdo grafica do comprimento do sistema radicular ao longo do periodo de
12 meses de cultivo. UFLA, Lavras - MG, 1995.

O comprimento médio (18,42 cm), obtido neste trabalho representa 76,75% do
comprimento do sistema radicular de plantas de trés a quatro anos, desenvolvidas em matas

florestais (Penna, 1946).
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4.4 Numero de raizes primdrias

Esta varidvel ndo alcangou significincia entre as épocas de cultivo e nem para a
interagdo entre solugdio nutritiva e época de cultivo. O fator solugdo nutritiva é que obteve
diferengas significativas.

Estes resultados sio contririos aqueles encontrados por Aung (1982), onde
observou que os nutrientes minerais promoveram a emergéncia das raizes primarias em plantas de
tomate, ¢ em plantas de pimenta Leskovar, Cantliffe e Stoffella (1989), verificaram que a
adubagdo nitrogenada promoveu o aumento do niimero destas raizes.

Observando-se os valores contidos na Tabela 4, constata-se que as solugdes

nutritivas de 50% e 100% proporcionaram maior ntimero de raizes primarias.

TABELA 4. Valores médios do nimero de raizes de ipecacuanha induzidos por diferentes

concentragdes da solugdo nutritiva. UFLA, Lavras - MG, 1995,

Concentragdes das Solugdes Nutritivas Numero de raizes
] 6,78
25% 6,43
50% 7,47
100% 7,61

Conforme observagdes feitas no sistema radicular (Figura 9), os tratamentos com
solugdes nutritivas apresentaram raizes mais grossas, quando comparadas com o sistema radicular

de plantas sem aplicagéo de solugdes nutritivas.
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FIGURA 9. Fotografia ilustrativa dos sistemas radiculares de plantas de ipecacuanha com doze
meses de cultivo, submetidas as diferentes concentragdes das solugdes nutritivas.
Representagdes das concentragdes das solugdes nutritivas: 0 MS = controle; 1/1

MS = 100%; 2 MS = 50%; ¥4 MS = 25%. UFLA, Lavras -MG, 1995.

4.5 Biossintese de emetina

A produgdo de emetina durante o desenvolvimento e crescimento da plantula, em
relagdo a irrrigagdo com as solugdes nutritivas, foi estatisticamente significante ao nivel de 5%.
Durante o periodo de cultivo de 6,9 ¢ 12 meses (Figura 10), as solugdes nutritivas induziram a
sintese de emetina linearmente; enquanto as plantulas sem irrigagio com as solugdes nutritivas
tiveram uma produgio crescente até aos 9 meses, comegando apartir desta data mostrar uma

queda nos niveis de emetina (Figura 10).
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FIGURA 10. Representagio grafica do efeito da interagdo solugdo nutritiva e época na indugdo da
biossintese do alcaloide emetina. UFLA, Lavras - MG, 1995.

Durante o sexto més de cultivo (Figura 10), as plantulas que receberam as solugdes
nutritivas apresentaram um comportamento semelhante em relagdo ao conteudo de emetina e
diferentes do tratamento sem solugdo nutritiva. As plantulas irrigadas com 25% dos sais do MS
apresentaram uma tendéncia maior no contetido de emetina (1195,12 pug/100 mg de matéria seca
da raiz) e a concentragéo total de sais mostrou ser inferior (1016,58 ug/100 mg de mat. seca da
raiz). No periodo de nove meses de cultivo, a solugdo de 50% foi a que apresentou maior teor de
emetina, enquanto que o menor teor foi observado a 100%, o tratamento sem solugdo nutritiva

demonstrou valores de produgio superior a 25% e 100% da concentragdo. Isto talvez seja devido
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a algum estresse relativo a nutrigio. Na época de doze meses de cultivo, foi verificado que a
solugdo de 100%, apresentou um maoir teor de emetina.

Estes resultados confirmam relatos de que, a sintese dos produtos secundarios esta
em fungio de um determinado estagio de crescimento do vegetal (Balandrin e Klocke, 1988).
Com isto pode-se dizer que o funcionamento da rota metabélica de um determinado composto,
estd sob o controle génico temporal (Luckner, citado por Stumpf e Conn, 1981). De acordo com
Hashimoto e Yamada (1994), fatores que aceleram o desenvolvimento da planta podem ativar
estes gens responsaveis pela sintese dos secundarios, em maior ou menor proporgio.

No decorrer dos 6, 9 e 12 meses de cultivo, houve um crescente aumento na
exigéncia nutricional pelas plantula, e as solugdes mais ricas nas concentragdes dos nutrientes 25,
50 e 100% respectivamente, ajudaram a promover maiores teores de emetina (1195,12; 1968,49
e 2325,07 ug/100 mg matéria seca da raiz). Segundo Marschner (1990), alguns destes nutrientes
como o nitrogénio ¢ o fosforo, fazem parte direta das moléculas de nucleotideos, que por sua vez
originardo os aminoacidos necessarios a producdo deste alcaléide. Winter e Loustalot (1952)
obtiveram maiores teores do alcaldide sintetizado por Chincona ledgeriana, com um ano de idade
quando as tratou com nitrogénio. Do mesmo jeito, Kharwara ¢ Awasthi (1986) alcangaram
aumentos significativos de alcaléides, ao tratar com fosforo, plantas Papaver sominiferum.
Entretanto, quando ocorre um suprimento acima ou abaixo do 6timo, principalmente no inicio do
crescimento, a tendéncia do teor do alcaldide é diminuir, isto porque, segundo Demeyer e
Dejaegere (1992) as plantas jovens utilizam os seus aminoacidos mais no metabolismo primario,
enquanto que plantas adultas o suprem melhor no metabolismo secundario.

As plantas de ipeca tratadas com solugdes nutritivas, iniciaram sua fase de floragio

aos doze meses, quando observou-se a maior produgdo do alcaléide (2325,07 pg/100 mg matéria
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seca da raiz). Wiermann (1981) cita que a forte biossintese dos alcaléides ocorre no inicio do
florescimento, ¢ diminui ou para durante esta fase. Jha et al. (1991) conseguiram alto teor de
emetina em cultura de suspensdo de células de ipeca, durante o final da fase exponencial e inicio
da fase estacionaria, mostrando que uma maior atividade da enzima chave, a TDC , poderia estar
atuante. Esta hipotese ja havia sido relatada por Gugler, Funk e Brodelius (1988) que trabalhando
com a enzima TDC em cultura de suspensao celular de Thalictrum rugosum, verificaram elevadas
atividades da enzima, paralela a maior produgdo do alcaléide berberina.

Estes relatos explicam o porque do teor de emetina das plantas controle terem
aumentado grandemente aos nove meses, ou seja, o gene da TDC possivelmente foi ativado pelo
inicio do estresse nutricional, o qual provocou precocemente o fim da fase exponencial e inicio da
fase estacionaria naquelas plantas. Aos doze meses as plantas mostraram-se amareladas e com o
desenvolvimento bastante reduzido, provocando assim, maior degradagio de proteinas e
consequente liberagdo dos substratos da enzima, os aminoacidos.

Os dados contidos na Tabela 5, demonstram que plantas com um ano de cultivo em
casa de vegetagdo apresentam teores de emetina superiores as plantas de ipeca com trés a quatro
anos de idade cultivadas na India, as quais apresentaram 1,28% do peso seco das raizes
(Chatterjee et al, citado por Jha, Sahu e Mahato, 1988). Plantas de ipecacuanha originadas por
mergulhia, e cultivadas por dois anos em casa de vegetagio sem tratamento nutricional,
apresentaram em suas raizes 1,06% de emetina (Ikeda et al., 1988). Estes autores comentam
ainda, que plantas originadas de cultura de tecidos e cultivadas por um ano em casa de vegetagio
no Japio, apresentaram 1,29% de emetina. Em cultura de raiz de ipeca Jha et al. (1991) obtiveram
0,77% do teor alcaldide, enquanto Yoshimatsu, Aio e Shimomura (1994) obtiveram 1,8% de

emetina em plantas com um ano cultivadas em casa de vegetagdo e que posteriormente foram
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transplantadas para o campo, permanecendo ali por sete meses. Ainda Yoshimatsu ¢ Shimomura
(1994), trabalhando com regeneragio de plantas de ipeca através de segmentos de raizes e por
segmentos apicais, alcangaram respectivamente 0,90% e 1,14% de emetina nas raizes secundarias,
em plantas com 17 meses de cultivo em casa de vegetagdo. No Brasil, as plantas nativas com trés

a quatro anos de idade, contém 1,32% de emetina (Claus e Tyler, 1968).

TABELA 5. Valores médios dos teores de emetina contidos em mat.seca das raizes de
ipecacuanha em %, provenientes da cultura in vitro, e tratadas com diferentes
concentragdes da solugdo nutritiva da formulagio do meio MS, em diferentes épocas
de cultivo. UFLA, Lavras - MG, 1995.

Concentragio da Epocas (meses)
Solugio Nutritiva (%)
6 9 12 % Relativa
0 0,292 1,770 1,92 100
25 1,195 1,691 2,123 110,57
50 1,047 1,968 2,233 116,30
100 1,016 1,449 2,325 121,09

4.6 Produciio de proteinas Soliveis totais

A interagdo solugdo nutritiva e época na produgdo de proteinas, atingiu
significdncia ao nivel de 1%.

Constata-se que durante aos seis meses de cultivo (Figura 11), o tratamento com
100% dos sais do MS promoveu maior sintese protéica. Aos nove meses, ja se observa claramente
a influéncia das solugdes, de acordo com a exigéncia nutricional do seu estagio de crescimento. As

plantas que ndo receberam solugio nutritiva apresentaram quantidades de proteina inferiores as
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plantas submetidas aos regimes nutricionais, além de que, percebe-se o inicio da queda de sintese

protéica, demonstrando o estresse nutricional naquelas plantas.
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FIGURA 11. Representagio grafica dos efeitos das diferentes concentragoes das solugdes
nutritivas sob a produgdo de proteinas nas raizes de ipecacuanha. UFLA, Lavras -
MG, 1995.

Segundo Boulter (1970) o primeiro passo para que ocorra a sintese protéica € a ativagio
dos aminoacidos na presenga de ATP, entretanto para que ocorra a sintese de aminoacidos, ha
necessidade da produgdo de ATP e da presenga do nitrogénio na forma de NO;™ na rizosfera, para
que seja absorvido, e reduzido pelas enzimas. Com a presenga deste elemento no meio, a atividade

e produgdo da enzima nitrato redutase € promovida (Somer et al,, 1983). No entanto, quando
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existe poucos nutrientes disponivéis na rizosfera, a planta gasta grande parte do seu ATP na
tentativa de absorver os nutrientes(Lambers e Poorter, 1992).

Assim, nestas etapas anteriores citadas acima, a falta dos nutrientes dificulta a
disponibilidade de ATP para a sintese protéica, e estar consequentemente afetando a sintese de
aminodcidos, uma vez, que o elemento fosforo e nitrogénio fazem parte dos nucleotideos, o
magnésio tem a fungdo de agregar as duas subunidades dos ribossomos enquanto que o potassio
une os RNA' aos ribossomos durante o processo de tradugdo (Maerchner, 1990).

Entre as solugdes nutritivas, 25% da concentragido de sais do MS apresentou menor
concentragdo protéica. As plantulas que receberam 50% e 100% de sais do meio basico do MS
mostraram uma maior concentragio de proteina, mas apds 9 meses hd uma tendéncia de queda nos
niveis protéicos como é mostrado na Figura 11. Apds 12 meses, pode-se dizer que para cada
estagio de crescimento as plantas tiveram uma exigéncia nutricional. Assim, aos seis meses as
plantas na fase inicial de crescimento requereram como suprimento 6timo a solugiio com 25% de
concentragdo nutritiva, aos nove meses aumentou para 50% e aos doze meses, o melhor

tratamento que supriu as necessidades das plantas foi de 100% dos sais do MS.

4.6.1 Produciio de proteina x emetina

Observa-se a existéncia da grande ligagdo do metabolismo secundario ao primario
(Figuras 12, 13 e 14). Durante o sexto més de cultivo (Figura 12), a menor quantidade de emetina
produzida foi no tratamento sem aplicagio da solugdo nutritiva, justamente onde as plantas
provavelmente, por terem a sua disposigao poucos nutrientes para sintese de aminoacidos, estes

entdo, foram direcionados para a sintese protéica e manutengdo do seu desenvolvimento. Esta



G

44

ocorréncia, € devido a existéncia de uma forte competi¢do entre as proteinas e os alcaldides pelos

aminoacidos produzidos (James, 1950). Além do mais, a maioria das proteinas vegetais contém

residuos do aminoacido tirosina (Lenhinger; Nelson e Cox, 1995), favorecendo baixo teor do

alcaléide. Quanto a maior produgéio de emetina vista na aplicagdo de 25% dos sais do MS, houve

uma leve tendéncia de menor teor proteico, refletindo que a plantula, direcionou parte dos seus

aminoacidos para o metabolismo secundario, embora mantendo um certo equilibrio entre os dois

metabolismos, primério e secundario.
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FIGURA 12. Representagio grafica da influéncia das concentragoes nutritivas sob a produgio de

proteina e emetina em raizes de ipecacuanha com seis meses. UFLA, Lavras - MG,

1995.
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Constata-se através das curvas quadraticas na Figura 12, que quando a proteina
passa por uma maxima produgdo a biossintese de emetina comega a cair, concordando assim com
a citagdo de Yeoman et al. (1990), que existe uma relagdo inversa entre a sintese protéica e a
sintese de metabolitos secundarios baseada na utilizagdo diferencial e antagonista dos
aminoécidos. Phillips ¢ Henshaw (1977), em trabalhos com a cultura de Sycamore observaram

que, quando a sintese proteica foi expandida, a biossintese dos seus fendis foi reduzida.
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FIGURA 13. Representagio grafica da influéncia das concentragdes nutritivas sob a producio de
proteina e emetina em raizes de ipecacuanha com nove meses de cultivo. UFLA,
Lavras - MG, 1995.
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Durante os nove meses (Figura 13), as plantulas irrigadas com 100% dos sais
continua direcionando os seus aminoacidos para sintese protéica em detrimento da biossintese de
emetina, a qual foi mais afetada nesta solugdo nutritiva. Com 50% de sais as plantulas mantiveram
o equilibrio entre a produgdo de emetina e proteina. As plintulas que ndo receberam solugio
nutritiva mostraram baixos teores de protefna, permitindo que parte dos aminoacidos livres
fossem direcionados para a sintese de emetina, o que ndo € surpresa, uma vez que o metabolismo
secundario esta ligado ao primario através de seus substratos (Barz e Koster, 1981).

Quando as plantas atingiram os doze meses de cultivo (Figura 14), verificou-se que
a soluqio com 100% foi a que melhor induziu a sintese de proteina e de emetina, provavelmente
neste estagio de crescimento, existiu altas proporgoes de enzimas TDC presente no conteado de
proteinas soluveis totais. Resultados semelhantes foram encontrados por Gugler; Funk e Brodelius
(1988) em células em suspensio de Thalictrum rugosum, onde altos teores do seu alcaldide foram
paralelos a altas quantidades de proteina. Pode-se entio fazer inferéncais de que, os gens da TDC
sdo induzidos por um determinado estagio de desenvolvimento aliado a um suprimento 6timo

nutricional submetido as plantas de ipeca.
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5 CONCLUSOES

As solugdes nutritivas influenciaram no ganho de biomassa da parte aérea e do
sistema radicular durante o desenvolvimento e crescimento da plantula.

As solugdes nutritivas induziram uma maior sintese de alcaléide no sistema
radicular,

A solugdo nutritiva de 50% dos sais do MS mostrou melhor desenvolvimento
vegetativo e producdo do alcaldide.

A produgio de emetina por biomassa de raiz na aplicagdo de 25, 50 e 100% de sais

do MS, foram 70, 59; 141,45 e 80,70% a mais do que o controle, respectivamente.
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TABELA 1A. Resumo do quadro de anilise de variancia do peso seco da parte aérea raiz (x+0.5)
e peso seco de raiz (x+0.5) de plantas de ipecacuanha.

Quadrados Médios
Fonte de Variagio GL Peso de Matéria seca
Parte aérea Raiz

Solugdo nutritiva 3 0,4891816 0,3352993%*
Residuwo(A) ______ a4 00129981 00251034 ____

Parcelas 47 - -

Epocas 2 6,3608015** 14,9049185**

Solugdo x Epoca 6 | 0,1562954** 0,2901791**
Residuo®B) 1 8 @ 00211692 0,0406264

Total 143 - -

——_——__—__—__-______—__-——____——_——____—_—_—_—————_—____—._—_—-.——-

CV(A) Parte aérea e raiz 5,053 e 6,484% - -
CV(B) Parte aérea e raiz 11,169 e 14,287% - -
**Significativo ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F.

TABELA 2A. Resumo da Regressdo Polinomial para peso seco da parte aérea(x+0.5) de plantas

de ipecacuanha. Niveis de solucéio dentro de época.

Teste F
Causa de Variagdo Epocas (meses)
6 9 12
Parte aérea Coef. Deter. Parte aérea Coef. Deter. Parte aérea Coef. Deter.
Regressdo Linear NS 0,0842 o 0,6480 ** 0,3965
Regressio Quadratica NS 0,2200 ok 0,8933 *k 0,9848
Regressdo Clibica NS 1.000 * 1.000 NS 1.000

NS. néo significativo
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
*  significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
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TABELA 3A. Resumo da Regressio Polinomial para peso seco da parte aérea (x+0.5) de plantas

de ipecacuanha. Niveis de época dentro de solugio.

Teste F

Solugdes (%)

C. Variagdo Controle 25 50 100

P.aédrea Coef Deter P.aérea Coef. Deter P.asrea Coef. Deter P.agrea Coef. Deter

Reg. Linear NS 0,9970 ** 0,9849 ** 0,9999 * 0,9960
Reg, Quadrat. NS 1.000 NS 1.000 NS 1.0000 NS 1.000

NS. ndo significativo
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

TABELA 4A. Resumo da Regressio Polinomial para peso seco da raiz (x+0.5) de plantas de

ipecacuanha. Niveis de solugdo dentro de época,

Teste F
Epocas (meses)
Causa de Variagio 6 9 12
Raiz Coef. Deter. Raiz Coef. Deter. Raiz Coef. Deter.
Regressdo Linear NS 0,7549 NS 0,0662 ** 0,2116
Regressdo Quadratica NS 0,7693 NS 0,0885 ** 0,9765
Regressdo Ciibica NS 1.000 ** 1.000 NS 1.000

NS. néo significativo
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

TABELA 5A. Resumo da Regressio Polinomial para peso seco da raiz (x+0.5) de plantas de

ipecacuanha. Niveis de época dentro de soluc¢do.

Teste F
Solugtes (%)
C. Variagdo Controle 25 50 100
Raiz  Coef Deter Raiz  Coef Deter Raiz  Coef Deter Raiz Coef. Deter
Reg. Linear ** 0,9976 ** 0,8890 ** 0,9627 ok 0,9728
Reg. Quadratica NS 1.000 *ok 1.000 *k 1.0000 * 1.000

NS. nio significativo
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
*  significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
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TABELA 6A. Resumo do quadro de anilise de variincia do comprimento do sistema radicular e

numero de raizes primarias de plantas de ipecacuanha.

Quadrados Médios

Fonte de Variagio GL Comprimento (cm) Numero de raizes
Solugdo nutritiva 3 14,4639286 11,4550117%*
Residwo(d) _______ 44 103091138 ____ 277329911 __
Parcelas 47 - -

Epocas 2 281,7263367** 4,4301438NS
Solugdo x Epoca 6 5,6372621INS 0,7463937NS
Residuo(B) 88 76468791 32611676
Total 143 - -

———__—___-—_———__——————_———_———_————_——__————_————————_————._———_.

CV(A) Compr.e Nimero 11,359 ¢ 13,495% - -
CV(B) Compr. e Namero 16,872 ¢ 25,533% - -

NS. ndo significativo
** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F.

TABELA 7A. Resumo da Regressdo Polinomial para os niveis de solugfio no comprimento (cm)
do sistema radicular de plantas de ipecacuanha.

Teste F
Causa de Variagio
Comprimento Coef Determinagio
Regressio Linear NS 0,4667
Regressio Quadratica NS 0,9594
Regressio Cubica NS 1,000

NS. ndo significativo

TABELA 8A. Resumo da Regressdo Polinomial para os niveis de €poca no comprimento (cm) do
sistema radicular de plantas de ipecacuanha.

Causa de Variagio Teste F
Comprimento Coef.Determinagio
Regressio Linear *k 0,9458
Regressdo Quadratica * 1,000

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
*  significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
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TABELA 9A. Resumo da Regressio Polinomial para os niveis de solugiio do mimero de raizes
primarias de plantas de ipecacuanha.

Causa de Variagio Teste F
Numero de raizes Coef. Determinagio
Regressao Linear *ok 0,6422
Regressio Quadratica NS 0,6422
Regressao Cibica * 1,000

NS. ndo significativo
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
*  significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

TABELA 10A. Resumo da Regressio Polinomial para os niveis de época do mimero de raizes
primarias de plantas de ipecacuanha.

Causa de Variagio Teste F
Comprimento Coef. Determinagio
Regressdo Linear NS 0,9469
Regressdo Quadratica NS 1.000

NS. nio significativo.

TABELA 11A. Resumo do quadro de analise de varidncia do Teor de Proteina e Emetina do
sistema radicular de plantas de ipecacuanha.

Quadrados Médios

Fonte de Variagio GL Proteina (ug) Emetina (ug)
Solugdo nutritiva 3 32942,8616925%* 2999007,7548952N°
Residuo(d) 8 _354,2485700 180240,8456621
Parcelas n LT Tt
]épocas 2 72308,9331731** 4954255,3090479**
Solugdo x Iépoca 6 7351,6181072** 209121,4509434*
Residwo®) 6 383,3682074 60908,9981289
Total 35T . TTTTTTTTT T

CV(A) Proteina e Emetina 2,428 ¢ 15,488% - -
CV(B) Proteina e Emetina 5,397 € 15,554% - -
NS. nio significativo

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F.

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F.
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TABELA 12A. Resumo da Regressio Polinomial para o teor de proteina (ug) em raizes de
plantas ipecacuanha. Niveis de solugio dentro de época.

Teste F
Epocas (meses)
Causa de Variagio 6 9 12
Proteina  Coef. Deter.  Proteina  Coef. Deter.  Proteina  Coef. Deter.
Regressio Linear *k 0,5801 ik 0,8744 ** 0,6986
Regressdo Quadrat. *k 0,9981 * 0,9219 ** 0,8367
Regressio Cubica NS 1.000 ** 1.000 ** 1.000

NS. ndo significativo
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

TABELA 13A. Resumo da Regressio Polinomial para o teor de proteina (ug) em raizes de

plantas ipecacuanha. Niveis de época dentro de solugdo.

Teste F

Solugdes (%)

C. Variagdo Controle 25 50 100

Proteina Coef Deter Proteina Coef Deter Proteina Coef. Deter Proteina Coef. Deter

Reg. Linear NS 0,0402 o 0,5950 ** 0,6167 *x 0,7992
Reg. Quadrat. i 1.000 NS 1.000 o 1.0000 ** 1.000

NS. néo significativo
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

TABELA 14A. Resumo da Regressio Polinomial para o teor de emetina (ug) em raizes de plantas

ipecacuanha. Niveis de solucdo dentro de época.

Teste F
Epocas (meses)
Causa de Variagio 6 9 12
Emetina  Coef. Deter. Emetina  Coef. Deter. Emetina  Coef. Deter.
Regressdo Linear NS 0,3030 NS 0,3109 NS 0,8832
Regressdo Quadratica NS 0,7843 NS 0,6963 NS 0,9983
Regressdo Cubica NS 1.000 NS 1.000 NS 1.000

NS. néo significativo
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TABELA 15A. Resumo da Regressio Polinomial para o teor de emetina (ng) em raizes de plantas

ipecacuanha. Niveis de época dentro de solucio.

Teste F
Solugdes (%)
C. Variagio Controle 25 50 100
Emetina Coef. Deter Emetina Coef. Deter Emetina Coef. Deter Emetina Coef. Deter
Reg Linear *k 0,8211 *k 0,9948 ok 0,9076 ok 0,9633
Reg.Quadr. ** 1.000 NS 1.000 NS 1.0000 NS 1.000

NS. nio significativo
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade.





