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RESUMO

Do ponto de vista econdémico, o alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia) possui
grande importancia devido a producéo de metabdlitos secundarios com aplicacées nas
industrias farmacéutica e de cosméticos. A espécie € nativa do cerrado brasileiro,
sendo encontrada nhas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste, estendendo-se a
Argentina, Paraguai, Uruguai, e Bolivia, sendo comum em cerrados, pastagens
abandonadas, areas em processo de sucessao, adaptando-se facilmente a habitats
pobres em nutrientes. Técnicas analiticas cromatograficas sdo frequentemente
utilizadas a investigacao da composicao quimica de espécies nativas com alto grau de
dispersdo. Com o auxilio de analises multivariadas é possivel a identificacbes dos
padrdes de similaridade fitoquimica entre as amostras de interesse. A propagacao
vegetativa por estaquia € o método de reproducdo mais utilizado na producédo
comercial de diversas culturas medicinais, frutiferas e ornamentais. Estudos sobre
propagacdo vegetativa por estaquia de B. dracunculifolia ainda s&o insipientes,
entretanto, para muitas espécies do género Baccharis este tipo de reproducdo
mostrou-se bastante efetivo, possibilitando a uniformidade de caracteristicas
economicamente importantes para a espécie. A producdo comercial do alecrim-do-
campo, visando o incremento do rendimento do Oleo essencial e de compostos de
interesse medicinal, através do manejo adequado, desde a producdo de mudas,
desenvolvimento a campo, até os procedimentos para extracdo dos metabolitos de
interesse, tornam-se bastante desejaveis para todos os setores envolvidos. Nesse
contexto, o objetivo geral deste trabalho sera avaliar a similaridade fitoquimica de
populacdes de alecrim-do-campo, oriundos de quatro municipios paranaenses, e a
producdo de Oleos essenciais e compostos fenolicos da espécie em condigbes de

cultivo a campo.



1. INTRODUCAO

O alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia) é um arbusto
pertencente ao género Baccharis, da familia Asteraceae, que possui cerca de
500 espécies distribuidas principalmente no Brasil, Argentina, Paraguai e
Uruguai. Devido a grande concentracdo de espécies do género Baccharis no
Brasil, principalmente no cerrado, indica que esta regido é um provavel centro

de origem do género.

Do ponto de vista econbmico, B. dracunculifolia possui grande
importancia devidos aos seus metabolitos secundarios, que possuem uma
série de aplicacbes do ponto de vista medicinal, cosmético e ecoldgico. De
importancia medicinal, o composto Artepillin C, presente majoritariamente na
espécie, corresponde a um fenilpropanoide prenilado (4- hidroxicinamico 3,5-
acido diprenil) com alto valor no mercado (r$ 1653,75/10mg), possuindo uma
série de efeitos benéficos a saude humana, entre eles o tratamento de tumores
Do ponto de vista ecolégico, os metabdlitos secundarios presentes na planta
auxiliam na interacdo da espécie com as abelhas da espécie Apis mellifera na
coleta do material resinoso a producéo de propolis. Na industria cosmética o
Oleo essencial de B. dracunculifolia atualmente é exportado como como
matéria-prima para confeccao de perfumes, sendo considerado uma esséncia
exotica. Entre os constituintes quimicos presentes no 6leo, verificou-se como
componentes majoritarios 0s sesquiterpenos E-nerolidol e espatulenol,
apresentando atividade antineoplasica, inibidor de crescimento de Plasmodium
falciparum (agente causador da malaria) e de Leishmania amazonenses

(causador da leishmaniose tegumentar americana).

O mercado mundial de 6leos essenciais movimenta cerca de U$ 1,8
bilhBes/ano, entretanto, a participacao brasileira ainda € considerada pequena
neste mercado (0,1%), concentrando-se basicamente sobre a producdo de
Oleos citricos, que consistem em subprodutos da produgcdo do suco
concentrado de laranja. O Brasil possui uma grande biodiversidade, porém,
ainda pouco explorada com relacdo a composi¢cdo quimica de sua flora,
colocando o pais em uma situacao favoravel para aumentar sua produtividade
junto ao mercado de Oleos essenciais. Muitas espécies nativas do Brasil vém

sendo utilizadas pelas industrias farmacéutica e cosmética, ainda que em



pequena escala, para o desenvolvimento de fitoterapicos e Oleos essenciais,

respectivamente, revelando um grande potencial destas espécies.

A propagacdo vegetativa por estaquia é o método de reproducdo mais
utilizado na produgéo comercial de diversas culturas medicinais, frutiferas e
ornamentais. Entre as vantagens deste tipo de propaga¢do podemos citar a
reproducdo das caracteristicas da planta matriz, uniformidade nas populaces
e facilidade de propagacédo. Entretanto, com relacdo a propagacao da espécie
B. dracunculifolia, a reproducdo por semente surge como método
predominante. Estudos sobre propagacdo vegetativa por estaquia da planta
ainda sao insipientes, apesar que para muitas espécies do género Baccharis
estudos mais aprofundados sobre este tipo de reproducdo mostrou-se bastante
efetiva, potencializando o incremento da producdo de biomassa com maior
rapidez e uniformizando caracteristicas de importdncia econ6mica para a
espécie. Neste sentido, a obtencdo de mudas de alecrim-do-campo via
propagacao vegetativa por estaquia torna-se também uma estratégia produtiva

bastante interessante.

No desenvolvimento de produtos de origem vegetal, a pesquisa
agrondmica visa colaborar sobre a qualidade e a base sustentavel da matéria-
prima, de forma a ampliar os beneficios destes produtos, bem como possibilitar
aos agricultores um acréscimo na fonte de renda, diversificando a atividade
agricola. Neste contexto, a producdo comercial do alecrim-do-campo visando o
incremento do rendimento do 6leo essencial e de compostos de interesse
medicinal, através do manejo e de tratos culturais adequados, aliados a
tecnologias de cultivo, desde a producdo de mudas até os procedimentos para
extragdo destes metabdlitos de interesse, tornam-se bastante desejaveis para

todos os setores envolvidos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A Baccharis dracunculifolia é uma espécie da familia Asteraceae,
conhecida popularmente como vassourinha e alecrim-do-campo. Nativa do
cerrado brasileiro (MENDONCA et al., 2008), possui ocorréncia natural nos
campos rupestres da Serra do Cipo (GIULIETTI et al., 1987). Adicionalmente, a
espécie também € encontrada nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste,
estendendo-se a Argentina, Paraguai, Uruguai, e Bolivia, sendo comum em
cerrados, pastagens abandonadas, areas em processo de sucessao,
adaptando-se facilmente a habitats pobres em nutrientes (OLIVEIRA &
BASTOS, 1998; JULIAO et al., 2005; SFORCIN et al., 2012).

A planta € um arbusto lenhoso, de 2-3 metros de altura, perene, didica e
com reproducdo por sementes. Suas folhas sdo lanceoladas, membranaceas,
com margens inteiras ou apresentando de 1 a 3 dentes. Suas flores
apresentam capitulo multifloro e seus aquénios sdo glabros com cerca de
1,5mm de comprimento. As folhas possuem tricomas tectores e glandulares,
gue além de atuarem como barreira ao ataque de insetos predadores, auxiliam
na interacdo da espécie com as abelhas, para a coleta do seu material resinoso
(OLIVEIRA & BASTOS, 1998; BARROSO & BUENO, 2002; SFORCIN et al.,
2012). A alta porcentagem e a rapidez na germinacdo dos aquénios de B.
dracunculifolia ocorrem em condi¢cdes de temperatura entre 15 a 20°C (em
presenca de luz), o que somado as suas caracteristicas colonizadoras e
invasoras, assim como a sua ocorréncia natural em solos degradados, sugere
a aptiddo da espécie a recuperacdo de areas degradadas (GOMES &
FERNANDES, 2002).

A espécie B. dracunculifolia possui metabdlitos secundarios que auxiliam
na interacdo da planta com as abelhas da espécie Apis mellifera na coleta do
material resinoso a producéo de propolis verde (NEGREIROS et al., 2009). A
resina de B. dracunculifolia € caracterizada por apresentar fragmentos
epidérmicos e tricomas glandulares que sao transportados a colmeia para a
elaboracdo da propolis. A cor verde daquela matéria-prima resulta do uso de

tecidos foliares jovens contendo clorofila por parte das abelhas. Além disso, as



folhas jovens apresentam pélos secretérios com Oleos volateis e aromaticos,
conferindo um aroma tipico a prépolis verde. Ao longo do ano, a propolis de
uma mesma regido pode apresentar diferentes coloracdes, variando entre o
amarelo-claro e o vermelho escuro, dependendo da sua origem botanica e
época do ano (SALATINO et al., 2005; SFORCIN et al., 2012).

Entre os constituintes quimicos presentes em B. dracunculifolia, foram
identificados os acidos cumarico, ferralico, cinamico, a crisina, o canferol,
canferide, pinobacsina, acacetina e Artepillin C. Seus brotos foliares, folhas
expandidas e ndo expandidas apresentam perfis quimicos bastante similares,
entretanto, com acentuada discrepancia na parte quantitativa. De forma geral,
os brotos foliares possuem quantidades superiores de fenélicos, em especial o
Artepillin C, em comparacdo as folhas expandidas, as quais apresentam
constituintes quimicos em concentragdes muito inferiores ou inexistentes
(PARK et al., 2004). Estudos relacionados a producao de propolis a partir da
resina de B. dracunculifolia, verificaram que as abelhas (A. mellifera) coletam
as resinas presentes em brotos foliares, em folhas n&o expandidas, e
raramente de folhas adultas daquela espécie (PARK et al., 2004; TEIXEIRA et
al., 2005).

O dleo essencial de B. dracunculifolia atualmente € exportado como
como matéria-prima para confeccdo de perfumes, sendo considerado uma
esséncia exotica, que tem como componentes majoritarios 0s sesquiterpenos
E-nerolidol e espatulenol (QUEIROGA, 1989; SANTOS et al., 2012a). Entre
demais compostos presentes no 6leo essencial de B. dracunculifolia podemos
citar o a-pineno, B-pineno, mirceno, limoneno, E-pinocarveol, E-cariofileno, E-
nerolidol, B-santaleno, B-oplopenona, Bmurolol, &-cadineno, mirtenol, globulol,
espatulenol, epi-a-cadinol, cubenol, oxido de cabreuva B e 6xido de cariofileno
(QUEIROGA, 1989; FERRACINI et al.,, 1995; SANTOS et al., 2012a). O
sesquiterpeno E-nerolidol esta presente em 6leos vegetais de diversas plantas,
sendo aprovado pela agéncia reguladora Food and Drug Administration (FDA)
nos Estado Unidos, como um agente flavorizante em alimentos (ARRUDA et
al., 2005). Adicionalmente, o composto espatulenol apresenta importantes
atividades biologicas, entre elas propriedades antibacterianas e moderada
atividade citotoxica contra células do tipo KB (LIMBERGER et al., 2004).



A sazonalidade e o periodo fenoldgico de B. dracunculifolia possuem
grande influéncia no acumulo de metabdlitos secundarios no seu interior.
Verificou-se que para a espécie, o periodo de crescimento vegetativo resultou
no maior acumulo de metabdlitos secundarios. Tanto os 6leos essenciais como
compostos fendlicos contidos na planta, obtiveram resultados qualitativos e
guantitativos superiores entre 0os meses de dezembro a abril, coincidindo
majoritariamente com a estagcao de verdo (SOUZA et al., 2009b). Com relacdo
ao rendimento do 6leo essencial de B. dracunculifolia foi verificado o seu maior

rendimento durante os meses de fevereiro a abril (SOUZA et al. 2009a).

A producdo de biomassa e metabdlitos secundarios em plantas
medicinais, arométicas e condimentares sado influenciados por diversos fatores,
entre eles 0 manejo fitotécnico. A produtividade e a qualidade de producédo sdo
maximizadas especialmente pela nutricdo adequada das plantas, uma vez que
0 excesso ou a deficiéncia de nutrientes pode comprometer substancialmente a
producdo de substancias ativas, assim como a produtividade agricola. A baixa
producdo de ativos em plantas medicinais, pode tornar a sua comercializacao
inviavel, em contrapartida, cultivos mal conduzidos também podem levar ao
incremento de substancias consideradas toxicas, tornando o produto nocivo a
salude (SANTOS et al., 2012a).

Como exposto anteriormente, a propagacdo vegetativa por estaquia é o
método de reproducdo mais utilizado na producdo comercial de diversas
culturas medicinais, frutiferas e ornamentais, entre as vantagens deste tipo de
propagacdo podemos citar a reproducdo das caracteristicas da planta matriz,
uniformidade nas populagbes e facilidade de propagacdo (HARTMAN et al.,
2002). Diversos fatores podem influenciar o sucesso da reproducédo vegetativa,
entre elas o grau de lignificacdo do ramo, posicdo da estaca, quantidade de
reservas, diferenciacdo dos tecidos, tipo de substrato e suas caracteristicas
fisico-quimicas (HARTMAN et al.,, 1990). Com relacdo a propagacdo da
espécie B. dracunculifolia, os estudos existentes sugerem a reproducao por
semente como método predominante, entretanto, para outras espécies do
género Baccharis (B. trimera, B. articulata e B. stenocephala) a propagacéo

vegetativa por estaca mostrou-se bastante efetiva (BONA et al., 2005).



De acordo com a definicdo da ISO (International Standard Organization),
0s Oleos essenciais, também conhecidos como 6leos volateis ou 6leos etéreos,
sdo produtos obtidos de distintas partes de plantas através de destilacdo por
arraste de vapor d’agua ou da compressao de pericarpos de frutos citricos,
originando misturas complexas de substancias volateis, geralmente odoriferas
e liquidas (SIMOES, 2003). Os 6leos essenciais sio utilizados pela industria de
perfumaria, produtos de limpeza, industria de alimentos, quimica e de
medicamentos, o volume de producdo e consumo desta matéria-prima é, em
grande parte, devido a eficacia da industria brasileira de cosméticos (SOUZA et
al., 2010). O faturamento da Industria Brasileira de Higiene Pessoal, Perfumaria
e Cosméticos, o qual enquadra-se 0s Oleos essenciais, apresentou um
crescimento consideravel nos ultimos 19 anos, tendo passado de R$ 4,9
bilhdes em 1996 para R$ 43,2 bilhdes em 2014 (ABIHPEC, 2015).

Tendo em vista uma pesquisa levantada em herbarios localizados no
estado do Parand, a espécie Baccharis dracunculifolia teve a sua ocorréncia
catalogada em 79 municipios: Dois Vizinhos, Ibipord, Campo Mourédo (DVPR,
2015); Balsa Nova, Tuneiras do Oeste, Curitiba, Colombo, Piraquera, Quatro
Barras, Pinhdo, Canddi, Campo Magro, Mandirituba (EFC, 2015); Londrina,
Guaraquecaba, Sertanopolis, Apucarana, Califérnia, Tamarana, Castro, Tibagi,
Arapongas, Sado Jeronimo da Serra, Campo Magro, Campo do Tenente,
Roncador, Goio-eré, Engenheiro Beltrdo (FUEL, 2015); Tuneiras do Oeste,
Moreira Sales, Carambei, Ventania, Santo Anténio do Sudoeste, Janidpolis,
Mamboré, Lindiandpolis, Roncador, Araruna, Prudentépolis, Jaguariaiva,
Cianorte, Santa lzabel do Oeste, Sdo Mateus do Sul, Ubirata, Luiziana (HCF,
2015); Irati (HUCO, 2015); Nova Esperanca, Maringa, Queréncia do Norte,
Cianorte, Sdo Pedro do Parand Canddi, Diamante do Norte (HUEM, 2015);
Colombo, Balsa Nova, Jaguariaiva, General Carneiro, Sdo Jerbnimo da Serra
(IRAI, 2015); Amapord, Mangueirinha, Piraquara, Palmeira, Sdo José dos
Pinhais, Pato Branco, Ivai, Guarapuava, Vila Alta, Pitanga, Antonina, Terra
Rica, Rio Negro, Arapoti, Fazenda Rio Grande, Tibagi, Lapa, Foz do Iguacu
(MBM, 2015); Salto do Lontra (REAL, 2015); Laranjeiras do Sul,
Guaraquecaba, Telémaco Borba, Sdo Luiz do Puruna (UPCB, 2015).



3. OBJETIVO GERAL

Avaliar a similaridade fitoquimica de popula¢cdes de alecrim-do-campo e
a producdo de metabolitos secundarios da espécie em condicbes de
campo

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Selecionar populacdes de B. dracunculifolia com alto teor e
qualidade de Oleo essencial de individuos com dispersdo em

ambientes distintos.

v' Avaliar a propagacdo vegetativa (estaquia) da espécie de B.
dracunculifolia, com a utilizagdo diferentes substratos e

reguladores de crescimento;

v Avaliar o desenvolvimento de mudas de B. dracunculifolia obtidas
de sementes em condicbes de campo sob diferentes niveis de
adubacao nitrogenada;

v' Avaliar o efeito da adubacado nitrogenada sobre o acimulo de
biomassa e composicdo fendlica e de O6leos essenciais nos

diferentes estadios fenoldgicos de B. dracunculifolia;



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Selecao de plantas matrizes de B. dracunculifolia a campo

A parte aérea de individuos de B. dracunculifolia serdo coletadas a
campo em Sao Luiz do Purund, Palmeira, S&o José dos Pinhais e Piraquara.
No total serdo coletados 10 acessos de B. dracunculifolia (Tabela 1). Desses
acessos, dois serdo coletados em Sao Luiz do Puruna, dois em Palmeira, trés
em S&o José dos Pinhais e por fim trés acessos em Piraquara. No municipio de
Palmeira, o material vegetal sera coletado na Reserva particular do patriménio
natural (RPPN) Butuguara. O material coletado sera transportado para o
Laboratdrio de Ecofisiologia Vegetal (Universidade Federal do Parana) onde
sera realizada a extracdo e a analise quimica dos 6leos essenciais e dos
extratos hidroalcéolicos da Baccharis dracunculifolia. Com base nos teores e
na composi¢cdo quimica do material, serdo selecionadas plantas matrizes de
um dos acessos destes municipios para a obtencdo de mudas.

Tabela 1 — Locais de coleta de B. dracunculifolia no estado do Parana e
suas coordenadas geograficas.

Municipios Latitude (S) Longitude (W) Altitude (m)

Sdo Luiz do Puruna 1 25°28'40" 49°42'22" 1055
Sao Luiz do Puruna 2 25°28'13” 49°43'42"” 1037
Palmeira 1 25°19'80" 49°48'35” 1027
Palmeira 2 25°28'18" 49°38'42"” 1194
S3o José dos Pinhais 1~ 25°39'77” 49°08'80"” 835
Sdo José dos Pinhais 2 25°43’95” 49°05’75" 999
S3o José dos Pinhais 3 25°45’047” 49°01'91” 886
Piraquara 1 25°32'19” 49°04'35"” 908
Piraquara 2 25°30'64" 49°02’'06"” 916
Piraquara 3 25°30'309” 49°00'548"” 940

4.2 Extracao e quantificagdo do 6leo essencial

Para a extracdo do 6leo essencial serdo utilizadas amostras de 100 g de
massa fresca de folhas da parte aérea util, definida como o caule de até 2

milimetros de diametro, verde e com folhas, sendo esta considerada a parte da



planta produtora de Oleo essencial. A extracdo sera realizada por
hidrodestilagdo em aparelho Clevenger por 2 horas e trinta minutos, utilizando-
se 100 g de massa fresca em 1 litro de agua destilada. Adicionalmente, serdo
pesadas 20g de folhas da parte aérea, em trés repeticdes, para secagem em
estufa (65°C) até atingir massa constante. Em seguida, as amostras serao
novamente pesadas e o rendimento da extracdo atribuido a diferenca de
massas antes e apds a secagem em estufa, sendo expresso em g/g. O 6leo

extraido sera armazenado em freezer -20°C até o momento da analise.

As andlises para a determinagcdo da composicdo quimica dos
constituintes majoritarios do Oleo essencial serdo realizadas via técnica de
cromatografia em fase gasosa (CG), de acordo com a metodologia descrita por
Santos et al., (2012b). Para isto sera utilizado cromatografo gasoso (Varian CP
3800), equipado com coluna capilar HP5 (5%-fenil-95%-metilsilicone, 30 m X
0,32 mm x 0,25 um) e detector FID (250°C). A temperatura do injetor sera de
250°C, utilizando-se o gas hélio como gas de arraste (1,0 mL min?t) na
temperatura de 40°C e a quantidade de amostra injetada 1,0 pL. A temperatura
inicial do forno sera de 60°C, elevando-se a 240°C na razéo de 3°C por minuto
e split 1/20. Os componentes do 6leo serdo analisados por CG acoplado a
espectrometria de massas (CG-EM) em sistema Agilent 5973N; coluna capilar
HP5MS (5%-fenil-95%-metilsilicone, 30 m x 0,25 mm x 0,25 um). A
identificacdo dos constituintes do 6leo sera realizada através de pesquisa na
esctroteca (Wiley 62 edicdo), comparando-se os indices de retencao calculados
com dados da literatura (ADAMS, 2007).

4.3 Preparacédo do extrato e determinacdo da composicao fendlica

As amostras secas da parte aérea (500mg) serdo adicionadas a 25 mL
de solucdo etanol P.A 70% (v/v), maceradas com auxilio de graal e pistilo e
incubadas, no escuro, por 24 horas. O extrato hidroalcodlico sera filtrato em
suporte de celulose, sob vacuo, completando-se o extrato para 25 mL,
conforme metodologia previamente descrita (POPOVA et al., 2004). Os
extratos hidroalcoolicos de B. dracunculifolia serdo analisados também por

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Os extratos hidroalcodlicos



(10 pl) das biomassas vegetais serdo injetadas em cromatografo liquido
(Shimadzu RID-10A), equipado com uma coluna C18 de fase reversa
(BioBasic-18, 150mm x 4,6mm @, 5um) termostatizada a 40°C e detector de
arranjo de diodos. As amostras seréo eluidas com fluxo 0,8 ml/min, utilizando
um gradiente linear de acido férmico 0,5% (v/v) (solvente A) e metanol
(solvente B), a saber: (0-10 min) 15% B, (10-55 min) aumento gradativo para
70% B e (55-60 min) reducédo de B a 15%. Para a quantificacdo dos compostos
de interesse, uma curva padrdo externa de Artepillin C/ml sera utilizada. A
identificacdo dos compostos fendlicos sera realizada através da comparacao
dos tempos de retencdo das amostras de padrdes auténticos de flavonoides e
acidos fendlicos, e.g., pinocembrina, quercetina, acido p-cumarico, crisina e

artepillin C.

4.4 Anélises Multivariadas

Com o objetivo de identificar as similaridades e as discrepancias dos 10
acessos de Baccharis dracunculifolia coletados em quatros municipios do
estado Parand, serdo realizadas as andalises multivariadas a partir dos
cromatogramas gerados pelas analises cromatograficas (GC e CLAE). Os
dados gerados serdo exportados para o Excel® no formato de arquivo.csv e
submetidos a andlise estatistica multivariada, via calculo dos componentes
principais (PCA) e andlise hierarquica (HCA). Para isso, scripts escritos em
linguagem R (v. 3.1.1) serdo utilizadas, utilizando ferramentas definidas pelos
pacotes Specmine (COSTA et al., 2015), Chemospec (HANSON, 2012) e
HyperSpec (BELEITES, 2011). As anélises de PCA e HCA podem ser Uteis na
extracdo de informacgOes relevantes dos dados analisados, minimizando
redundancias e caracterizando a relacdo entre as varidveis estudadas,
possibilitando dessa maneira a escolha do acesso de B. dracunculifolia mais

promissor a confeccédo de mudas.



4.6 Producdo de mudas por semente

Em seguida, serdo produzidas mudas de B. dracunculifolia por semente,
a partir das plantas matrizes selecionadas no campo quanto ao teor e
composicdo de seus Oleos essenciais e dos extratos hidroalcoodlicos. Os
aguénios de B. dracunculifolia serdo coletados a campo, acondicionados em
sacos de papel e secos a temperatura ambiente durante aproximadamente 48
horas. As sementes serdo colocadas em tubetes cilindro-cénicos de polietileno
com volume de 50 cm?, preenchidos com substrato comercial Carolina Soil®,
com temperatura e irrigacdo controladas até o transplante das mudas para o
campo, conforme metodologia previamente descrita (SANTOS et al., 2012a).

4.5 Propagacéao vegetativa (estaquia) de B. dracunculifolia

O estudo da estaquia de B. dracunculifolia sera realizado em dois
delineamentos distintos. O primeiro delineamento ir4 abordar a interagéo entre
substrato e diferentes partes do ramo da planta. O segundo avaliard a
propagacdo da estaca utilizando diferentes concentracdes do regulador de
crescimento vegetal AIB. Os experimentos serdo conduzidos em condi¢des de
casa-de-vegetacdo no Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo — UFPR.

Delineamento 1: As estacas de B. dracunculifolia (15cm) seréo retiradas
de diferentes partes do ramo: basal, mediana e apical. As estacas seréo
plantadas em tubetes, utilizando trés substratos: Plantmax®, solo e vermiculita,
em casa-de-vegetacdo, com temperatura e irrigacdo controladas, até o
enraizamento das estacas, conforme metodologia adaptada de Bona et al.,
(2005). O delineamento experimental sera inteiramente casualizado (DIC) com
quatro repeticdes, o experimento consistira em um fatorial 3x3, utilizando-se 15
estacas por parcela. Ao final do experimento serdo avaliadas a taxa de
sobrevivéncia (%), enraizamento (%), brotacdo (%), massa seca de

raizes/estaca (mg) e numero de raizes/estaca (mg).

Delineamento 2: Estacas de B. dracunculifolia (15 cm) seréo retiradas da
porcao apical do ramo da planta, e submetidas aos tratamentos com quatro
diferentes concentrac¢des de AIB (liquido: 1.000 mg/L, 2.000 mg/L, 4.000 mg/L



e 8.000 mg/L) e testemunha (agua e etanol P.A). O delineamento experimental
sera inteiramente casualizado (DIC) com quatro repeti¢cdes, utilizando-se 15
estacas por parcela. O plantio serd realizado com substrato Plantmax® em
tubetes, com temperatura e irrigacdo controladas, até o enraizamento das
estacas, conforme metodologia adaptada de Bona et al.,, (2005). Serdo
avaliadas a taxa de sobrevivéncia (%), enraizamento (%), brotacéo (%), massa
seca de raizes/estaca (mg) e numero de raizes/estaca (mg).

4.7 Plantio a campo de mudas de B. dracunculifolia

O experimento sera conduzido no Centro de Estacdes Experimentais do
Canguiri (CEEx) - UFPR no municipio de Pinhais, Regido Metropolitana de
Curitiba (S 25°23°258”S, 49°07°713”0), com 919 m de altitude e clima umido
meso-térmico (MONTEIRO, 2009). Para a analise do solo sera realizada uma
amostragem conforme a recomendacgdo da Comisséo de Quimica e Fertilidade
do Solo de RS e SC (2004), na profundidade de 0-20 cm. A amostra de solo
sera analisada no Laboratério de Fertilidade do Solo do Departamento de Solos
da Universidade Federal do Parana, de acordo com a metodologia descrita por
Pavan et al.,, (1992). No plantio a campo serdo utilizadas mudas de B.
dracunculifolia obtidas por propagacéao via sementes. De acordo com protocolo
adaptado de Santos et al., (2012a), o plantio sera realizado 60 dias apés a
semeadura, em covas, no espacamento 1,0 x 1,0 m, entre plantas e linhas. A
adubacao utilizada neste experimento sera nitrogenada (uréia), nas doses 0,
10, 20, 40 e 80 kg de N/ha'l. A adubacdo sera misturada com a terra retirada
para a abertura da cova e colocada novamente na cova de plantio. O
delineamento experimental serd em blocos completos casualizados (BCC) e
quatro repeticdes. Para o experimento cada parcela serd constituida de 16
mudas, sendo que destas, 6 plantas serdo consideradas Uteis para as analises
e as outras 10 plantas constituirdo a bordadura da parcela. No total seréo
plantadas 256 mudas de B. dracunculifolia e destas 96 plantas ser&o
consideradas uteis. O espacamento entre as parcelas e entre os blocos sera de
2m e a area total do experimento de 352 m2. A area de cultivo sera conduzida
dentro dos critérios de boas praticas agricolas, sendo mantida limpa de

invasoras.



4.8 Andlise da composicéo fendlica e de 6leos essenciais ao longo

dos estadios fenoldgicos de B. dracunculifolia

Ao longo dos estadios fenoldgicos de B. dracunculifolia seréo realizadas
coletas para as analises fitoquimicas de seu material vegetativo. As amostras
coletadas serdo analisadas quanto aos seus perfis de composicéo fendlica e de
Oleos essenciais via técnicas cromatograficas, como, cromatografia gasosa

(vide item 4.2) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (vide item 4.3).

4.9 Analises estatisticas

Os dados das variaveis acima referidas serdo submetidos a analise de
variancia (ANOVA) de uma e de duas vias e quando necessério seguido de
teste “post hoc” de Tukey (P<0,05) com suporte dos programas GraphPad
Prism 5 e GraphPad Instat 3.06. Todas as analises serdo realizadas em

triplicata (n=3).
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