MAIA-ALMEIDA CI; FERREIRA MI; MARQUES MOM; MAGALHAES PM; SCRAMIM S;
QUEIROS SCN; MING LC. 2011 Densidade e idade de colheita na produtividade de filantina
em Phillanthus amarus - UNICAMP/CPQBA-14. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE
OLERICULTURA, 51. Anais... Vigosa: ABH.S54910-S4917

Densidade e idade de Phillanthus amarus -

UNICAMP/CPQBA -14 na produtividade de filantina

Chrystian 1. Maia-Almeida’.; Maria lzabela Ferreira’; Marcia O. M. Marques’;
Pedro M. Magalh&es®; Shrirlei Scramin®; Sénia Claudia N. Queiroz *; Lin Chau
Ming™.

! UNESP-Faculdade de Ciéncias Agrondmicas-Departamento de Producdo Vegetal-Setor Horticultura-
Rua José Barbosa de Barros,1780, Botucatu-SP, CEP 18610-307, C.P. 237; 2Instituto Agronoémico de
Campinas-Fazenda Santa Elisa- Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de Recursos Genéticos Vegetais-
Laboratdrio de Produtos Naturais, Av.Theodureto de Almeida Camargo, 1500, B. Vila Nova, Campinas,
CEP 13.075-630; 3 Universidade Estadual de Campinas-Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas,
Bioldgicas e Agricolas-Divisdo de Agrotecnologia- Rua Alexandre Cazelatto, 999,Vila Betel, Paulinia —
SP, CEP - 13081-970, C.P. 6171; * EMBRAPA Meio Ambiente- Laboratério de Anélise de Residuos
Quimicos e de Agrotéxicos-Rodovia SP 340,Km 127,5, Jaguaritna-SP, CEP:13820-000, C.P. 69 - *

genotipo

iezidbr@yahoo.com.br ; iza bio@yahoo.com.br;

mortiz@iac.sp.gov.br; pedro@cpgba.unicamp.br;

scramin@cnpma.embrapa.br; sonia@cnpma.embrapa.br; linming@fca.unesp.br

RESUMO

Avaliou-se o0 efeito da densidade de
plantio e da idade de Phyllanthus
amarus CPQBA-14, sobre o teor e
produtividade  de  filantina. @)
delineamento  experimental foi em
blocos ao acaso, em esquema fatorial 4
X 6, com cinco repeticdes, envolvendo 4
tratamentos de densidade de plantio
(400.000 pl ha *; 200.000 pl ha *
100.000.pl. ha-*-e - 66.667,68 pl ha =)
com 6 colheitas (30, 45, 60, 75, 90 e
105 dias apo6s o transplante (DAT)). Os
dados foram submetidos a Analise de
Variancias e Regressdao (P > 0.001).
Para o teor de Filantina, foram
observados efeitos significativos e
independentes dos tratamentos de idade
da planta na colheita e densidade de
plantio. O teor de filantina aumentou
linearmente com a idade da planta,

atingindo o maximo aos 105 DAT, com

teor de 11,52 g Kg™. O adensamento
populacional estimado que
proporcionou maximo teor de filantina
(8.66 g kg) foi de 299.860 pl ha. A
produtividade de filantina apresentou
interacdo significativa entre densidade
de plantio e idade da planta na colheita.
Observou-se que ao longo do
crescimento da planta, os tratamentos
com 200 e 400.000 pl ha
apresentaram as, maiores,produtividades
de filantina (39,3 e 37,8 kg ha™) aos
97,12 e 95,17 DAT, respectivamente.
Conclui-se que 0  espagamento
apropriado para o melhor arranjo
espacial de cultivo é de 299.860 pl ha™
para as produtividades de 3974,19 Kg
(massa de matéria seca foliar) x 0,00866
kg (teor de filantina) = 34,416 kg ha™
de filantina, com colheita programada

aos 97 DAT.
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ABSTRACT

Density of planting and age of
Phillanthus amarus - genotype
UNICAMP/CPQBA-14 on the
productivity of phyllanthin

The effect of planting density and age
of Phyllanthus amarus- genotype
CPQBA-14, on the content and
productivity of phyllanthin  were
evaluated. The experimental design was
randomized blocks in factorial scheme 4
X 6, with five replicates, consisting of 4
treatments of planting density (400,000
pl ha-1; 200,000 pl ha-1; 100,000 pl ha-
1 and 66667.68 pl ha-1) with six ages of
plants (30, 45, 60, 75, 90 and 105 days
after transplanting (DAT)). Data were
subjected to analysis of variance and
regression (P>0.005). For phyllanthin
content independent and significant
effects of harvest and planting density
were  observed. The phyllanthin
contents increased with plant age,
peaking at 105 DAT, with a content of

11.52 g kg-1. The estimated population
density that provided the high
phyllanthin contents (8.66 g kg-1) was
at 299,860 pl ha-1. The productivity of
phyllanthin showed significant
interaction between planting density and
plants ages. It was observed during the
plant growth, the treatments with 200
and 400,000 pl ha -1 had the highest
yield of phyllanthin (39.3 and 37.8 kg
ha-1) with 95.17 and 97.12 DAT,
respectively. We conclude that the
proper spacing for best spatial
arrangement of the cultivation is
299.860 pl ha-1 for the yield of 3974.19
kg (dry weight leaf) x 0.00866 kg
(phyllanthin contents) = 34.416 kg ha-1
of phyllanthin with harvest scheduled at
97 DAT.

Keywords:

Phillanthus amarus,

cultivation of medicinal
plants,ecophysiology,  phytochemical

quality.

Phyllanthus amarus é popularmente conhecido no Brasil como quebra-pedra sendo

utilizado tradicionalmente na medicina popular para problemas de saude associada ao

aparelho urinario. As lignanas filantina e hipofilantina, encontradas nestas espécies séo

apontadas como responsaveis pelo efeito antiviral contra hepatite B e Aids (Syamsundar
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et al.,1985). Por demanda de indUstrias farmacéuticas, a pesquisa agronémica do género
levou a avaliagdo e selecdo de gendtipos, pelo Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
Quimicas, Biologicas e Agricolas da Universidade Estadual de Campinas (CPQBA-
UNICAMP). Sendo que, de forma independente, também pesquisadores da
Universidade Federal de Lavras realizaram estudos sobre nutricdo mineral. Atualmente
poucos avangos agrondémicos para esta espécie foram alcancados e, por conseguinte,
ndo ha informacdes sobre sua ecofisiologia. Na area de plantas medicinais, varios
trabalhos relatam a interacdo entre a idade da planta e os fatores ambientais como
determinantes da producéo de fitomassa e de metabdlitos secundarios. O conhecimento
do comportamento ecofisiolégico das plantas em sistemas de cultivo sob efeito da
populacdo ideal de plantas (arranjo espacial) e idade de corte (temporal) tornam-se
componentes basicos dos aspectos econémicos e fitotécnicos que subsidiam tomadas de
decisdo e analise do potencial produtivo e qualitativo da espécie alvo, neste caso, P.
amarus. Portanto, o objetivo do presente estudo foi determinar para P. amarus
Schumach. & Thonn.- genétipo CPQBA-14 a melhor densidade de plantio e idade das
plantas na colheita para 0 maximo teor e produtividade de filantina..

MATERIAL E METODQOS

A experimentacdo agricola e preparo de materiais foram realizadas no campo
experimental do CPQBA-UNICAMP em Latossolo vermelho. Para realizacdo dos
experimentos elevou-se a V% para 60. Para determinacdo das adubacdes considerou-se
os teores de nutrientes P, K, Ca e Mg, B, Zn, Cu, Mn para nivel médio _de fertilidade
segundo classificacdo proposta por Raij et al. (2001), em andlise conjunta de tomada de
deciséo associada a resultados experimentais preliminares do CPQBA/UNICAMP para
0 género e a resultados obtidos em revisdo bibliografica. Realizaram-se adubagdes
basicas na linha de plantio com 30, 150, 75 e 3,8 kg ha’ de N, P, K e Zn,
respectivamente. A fonte utilizada foi o formulado 4-20-10 + 0,5 de Zn na dose de 757
kg ha®. As mudas foram produzidas a partir de sementes do genétipo
CPQBA/UNICAMP-14 em viveiro coberto por sombrite 50% e sob irrigacdo por
aspersdo automatica. Para tal, utilizou-se tubetes de plastico com capacidade de 50 g de
substrato cada. O substrato utilizado foi produzido a partir da mistura do substrato
comercial G-I11I® da Gioplantas com 125 g do adubo N-P-K de liberacdo lenta PG-
MIX® 14-16-18 para 25 kg de G-11I®. O transplantio foi realizado quando as plantas
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atingiram altura média de 18 cm aos 45 dias ap0s a semeadura. Os dados climéaticos
foram coletados e fornecidos pelo Centro de Ensino e Pesquisa em Agricultura -
CEPAGRI/UNICAMP centro de referéncia climatica para a unidade CPQBA-
UNICAMP. Em cada colheita avaliou-se teor e produtividade de filantina nas folhas.
Para andlise da producdo de massa de matéria seca e fitoquimica as amostras foram
secas a 40°C em estufa com fluxo de ar forcado. Para obtencdo do extrato metandlico,
folhas secas de P. amarus foram trituradas em moinho Wiley. Para a preparacdo do
extrato foram utilizadas 1 g de matéria seca foliar finamente moida e 25 mL de metanol
P.A (Synth). A mistura foi mantida sob agitacdo continua em mesa agitadora a 150 rpm
por duas horas a temperatura ambiente. Apos este periodo a mistura foi filtrada em
papel filtro e o solvente eliminado a pressdo reduzida em evaporador rotativo e 0s
extratos acondicionados e frascos de vidro ambar. Ap0s esta etapa, as amostras foram
acondicionadas por 72 horas em dessecador sob vacuo contendo silica gel. Para a
quantificacdo da filantina empregou-se cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (Agilent
Tecnhologies, 1100 series), constituido de bomba quartenaria, injetor automatico e
detector de absor¢édo no UV/ visivel e coluna cromatogréfica Inertsil ODS-3 (250nm x
4.6 1.D., GL Sciences Inc. Tokyo, Japan). As condi¢fes cromatograficas foram: fase
movel acetonitrila, agua (55:45 v/v), eluicdo isocratica, fluxo de 1mL/min em
temperatura ambiente (25°C) e comprimento de onda de 230 nm definidos em pretestes
e corroborados por resultados de Murugaiyah e Chan (2007). O volume de injecdo da
amostra foi de 20 pL, O tempo medio de retencdo da filantina foi de 12,9 minutos. As
analises das amostras foram realizadas em trés etapas de injecdo, para tanto, foi
confeccionada uma nova curva de calibragdo para cada, minimizando possiveis
variacOes analiticas. Conforme copia de relatorios analiticos e cromatogramas do padréo
e de uma amostra (n°115). No momento da quantifica¢do da filantina, uma aliquota do
extrato foi suspensa com metanol e acetato de etila. A curva de calibragdo de filantina
foi feita com padrdo comercial (98%, Cromadex Inc. Miami- Florida- USA) nas
concentragdes: 50, 25, 15, 10, 5e 1 pg/mL.

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso sob esquema fatorial 4 x 6 com
cinco repeticdes em parcelas subdivididas no tempo para o tratamento idade. Onde 0s
tratamentos foram: 4 densidade de plantio (0,025 m? plI* com 400.000 pl ha **; 0,05 m?
pl™ com 200.000 pl ha *; 0,1 m? pI™* com 100,000 pl ha * e 0,15 m? pI™* com 66.667,68
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pl ha "1) de forma que os espagamentos entre plantas foram (0,05; 0,10; 0,20; 0,30 m x
0,5 m entre linha), respectivamente, correspondentes ao espago planta. Os sub-
tratamentos foram 6 épocas de colheita (30; 45; 60; 75; 90 e 105 dias apds o transplantio
(DAT)). Portanto, em esquema fatorial totalizando 24 tratamentos sendo o0s
subtratamentos em parcelas subdivididas no tempo. Os resultados foram submetidos as
analises de variancia e regressao polinomial.

Todas as analises foram realizadas a 5 % de probabilidade. Os softwares utilizados
foram: Sistema de Analise Estatistica e Genética, “SAEG” V.5.1 UFV-1995; SISVAR-
DEX-UFLA-CNPg- Versdo 4.3 (Build 45), Direitos autorais do software reservados a
Daniel Furtado Ferreira (1999-2003); Mathematics modeling and simulation system
(Maple™ V.11) MAPLESOFT / Waterloo Maple Inc. — 2007 e o pacote estatistico do
Exel da Microsoft Inc.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o teor de Filantina, foram observados efeitos significativos e independentes dos
tratamentos de idade das plantas nas colheitas (Figura 01) e densidade de plantio
(Figura 02). O teor de filantina aumentou linearmente com a idade da planta, atingindo
0 méximo aos 105 DAT, com teor de 11,52 g Kg™ de massa de matéria seca foliar em
funcéo do tempo, ou seja 1,152 % (Figura 01). Farooqi & Sreeramu (2004) detectaram
para P. amarus (genotipo indiano Navyakrit) menor rendimento médio de filantina, 0,4
a0,5% (4 a5 g/Kg™), aos 90 dias apds transplantio. Tal fato possivelmente seja funcéo
da quantidade de tecidos, fisiologicamente adultos com_maior, potencial de producéo
desta molécula. De acordo com Barbosa Filho (1999), o teor de lignanas é funcéo direta
da idade da planta, sendo menos susceptivel a fatores ambientais. Em complemento,
resultados observados por Salomé (2007) e Teramoto et al. (2008) mostraram ser
variavel tal afirmacdo. Esses autores observaram que o estresse hidrico elevou em mais
de 100% o teor de filantina no gendtipo CPQBA-14 de P. amarus, devido a participagdo
deste metabolito no mecanismo de protecdo contra a peroxidacdo lipidica das células do
tecido foliar.

O teor de filantina sob efeito da densidade de plantio, respondeu isoladamente e
significativamente com regressao quadratica com o aumento da densidade de plantio. O
adensamento populacional estimado que proporcionou 0 maximo teor de filantina (8.66
g kg™) foi de 299.860 pl ha™* (Figura 02).
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A produtividade de filantina apresentou interagdo significativa entre densidade de
plantio e época de colheita. Observou-se que ao longo do crescimento da planta, 0s
tratamentos com 200 e 400.000 pl ha™ apresentaram as maiores produtividades (39,3 e
37,8 kg ha™) de filantina, respectivamente, aos 97,12 e 95,17 DAT (Figura 03).

Com base nos resultados obtidos pode-se afirmar que o tratamento de densidade de
plantio ndo afetou de forma negativa a fisiologia da planta, lembrando que Salomé
(2007) e Teramoto et al. (2008) relatam que a biossintese de filantina e outros fenois
estdo relacionada ao estresse oxidativo, aumentando seu teor em funcdo do aumento da
peroxidacao lipidica, por exemplo. Portanto, no presente estudo a densidade de plantio
pode ndo ter induzido os estresses causadores de peroxidagao lipidica.

Portanto, conclui-se que o espacamento apropriado para o melhor arranjo espacial de
cultivo é de 6.66976 cm entre plantas por 50 cm entre linhas, totalizando 299.860 pl ha™
com respectivo espaco/planta de 0, 0333488 m? pl™ para as produtividades de 3974,19
Kg (massa de matéria seca foliar) * 0.00866 kg (teor de filantina) = 34.416 kg ha™ de
filantina, com colheita programada aos 97 DAT.
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Figura 01. Teor médio de filantina na massa seca foliar em fungdo da idade das plantas nas
colheitas (DAT) de P. amanis -gendtipo CPOBA-14, Equacio significativa peloteste Fa P < 0,05,
{Phyllanthin average contentin dry weight of leaves as affected by the ages of plants (DAT)
of P. amams- genotype CPQBA-14. Significant equation by F test at P <0.05), Paulinia-SP,
CPQBA-UNICAMP, 2006/2007
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Figurad2. Teor médio de filartina na massa de matéria seca foliar em funcio da densidade de
plantio/ populacio (* 1000 pl ha ™) de P amarus — gendtipo CPOBA-14, Equacio significativa pelo
teste F a P = 0,05. (Phyllanthin average contentin the dry weight of leaves as affected by plant
dersity / population (* 1000 pl ha ™) of £, amanis- genotype CPOBA-14, Significant equation
by F test at P <0.05). Paulinia-SP, CPOBA-UNICAMP, 2006/2007
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Figura 03. Produtividade de filantina de folhas de P amars — gendtipo CPOBA-14 para cada
dersidade de plantio (PL ha™) em funcio da idade das plantas por colheita (DaT). Equactes
significativas pelo teste F a P = 0,05. (Productivity phyllanthinleaves of P amams-CPORA-
14for each planting density (pl ha™) as affected by age of plants (DAT). Significant equations by
Ftest at P <0.05) Paulinea-5P, CPORA-UNICAMP, 2006/2007,
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