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RESUMO

Este trabalho investigou pela primeira vez as respostas agronémicas e fitoquimicas
das inflorescéncias e dos ramos de Achyrocline satureioides (Lam.) DC. cv. CPQBA
2 (macela) submetida a cinco doses de adubo organico (0, 30, 60, 90 e 120 t ha™) e
dois espacamentos (50 e 100 cm entre plantas e entre linhas). Procedeu-se, 457
dias apods o transplantio (DAT), a colheita e analise dos dados de altura, biomassa
seca (ramos e inflorescéncias), seguidas das analises laboratoriais: extracao (p/p%)
e andlise das substancias quimicas do 6leo essencial (%) bem como sua atividade
antibacteriana; teores de luteolina, 3-O-metilquercetina, quercetina, acido cafeico,
rutina e trans-feralico (mg/100g) do extrato hidroalcodlico, além das analises do teor
de flavonoides e fendis totais (mg/100g) durante quatro idades de coleta (150, 240,
320 e 457 DAT). Os dados de altura das plantas demonstram que o tratamento 30 t
ha’ se destacou (110,89 cm). O teor de biomassa seca das inflorescéncias
apresentou diferenca estatistica significativa apenas para o menor espacamento
(1.267,33 kg ha™). Em relacdo ao teor de 6leo essencial das inflorescéncias houve
destaque significativo apenas para o tratamento controle (0,2935%) e para 0s ramos
houve diferenca significativa o tratamento 30 t ha™ (0,1086%). A correlacdo entre o
acimulo de 6leo (L.ha™) com o total de biomassa seca atingida (Kg.ha®) foi
calculada, sendo os teores de 6leo dos ramos (19,33 L ha™) maiores que os das
inflorescéncias (3,34 L ha™). Foram identificadas 30 substancias quimicas no 6leo
essencial, tanto das inflorescéncias como dos ramos. a-Pineno foi a principal
substancia quimica detectada tanto nas inflorescéncias (58,96%) como nos ramos
(46,53%), seguida de B-cariofileno e a-humuleno. Os teores de flavonoides nos
ramos oscilou durante as quatro idades de coleta. Foi encontrada significancia na
terceira coleta (320 DAT) no tratamento 60 t ha™, no menor espacamento (281,2
mg/100g). J& os teores de fenadis totais apresentaram diferencga significativa entre as
idades, sendo 240 DAT (154,48 mg/100g) a idade que se destacou. Dentre os
polifenois analisados, 3-O-metilquercetina acumulou em maiores teores nas
inflorescéncias, sendo a maior dose de adubo no maior espagcamento o tratamento
gue acumulou maior teor (329,45 mg/100g). Os resultados para atividade
antibacteriana dos 0leos essenciais testados demonstraram que ndo houve inibicao
de Staphylococcus aureus e Escherichia coli nas concentracfes testadas. Pode-se

inferir com estes resultados que as doses crescentes de adubo e os dois



espacamentos ndo foram capazes de aumentar gradativamente a capacidade
produtiva para a maioria das variaveis testadas.

Palavras-chave: Macela. Oleos essenciais. a-Pineno. 3-O-metilquercetina.
Flavonoides. Acidos fendlicos.



ABSTRACT

This work has investigated for the first time the agronomic and phytochemical
responses from inflorescences and branches of Achyrocline satureioides (Lam.) DC.
cv. CPQBA 2 (macela) over five doses of organic fertilizer (0, 30, 60, 90 and 120 t ha
) and two spacings (50 and 100 cm between plants and between rows). Harvest
time were carried out, 457 days after transplanting (DAT), followed by laboratory
analysis: extraction (w/w%) and analysis of chemicals substances from essential oil
(%) as well as its antibacterial activity; luteolin, 3-O-methylquercetin, quercetin,
caffeic acid, rutin and trans-ferulic acid (mg/100g) of the hydroalcoholic extract further
the analyzes of the flavonoid and phenolic acid content (mg/100g) during four
moments (150, 240, 320 and 457 DAT). Plant height data demonstrate that the 30 t
ha™* treatment stood out (110.89 cm). The dry biomass content of the inflorescences
presented significant statistical difference only for the smallest spacing (1,267.33 kg
ha'). Regarding the essential oil content of the inflorescences, there was a
significant difference only for the control treatment (0.2935%) and for the branches
there was a significant difference in the treatment 30 t ha' (0.1086%). The
correlation between the accumulation of oil (L.ha™) and total dry biomass (Kg.ha™)
was calculated, with the oil contents of the branches (19,33 L ha™) being higher than
the inflorescences (3.34 L ha™). Thirty chemicals substances were identified in the
essential oil of inflorescences and branches. a-Pinene was the main chemical
substance detected in inflorescences (58.96%) and branches (46.53%), followed by
B-caryophyllene and a-humulene. The levels of flavonoids in the branches oscillated
during the four collection moments. Significance was found in the third collection (320
DAT) in the treatment 60 t ha™, in the smallest spacing (281.2 mg/100g). On the
other hand, the phenolic acid contents presented significant difference between the
ages, being 240 DAT (154.48 mg/100g) the moment that stood out. Among the
polyphenols, 3-O-methylquercetin accumulated higher in inflorescence contents, with
the highest dose of fertilizer in the largest spacing being the treatment with the
highest content (329.45 mg/100g). The results for antibacterial activity of the
essential oils tested showed no inhibition to Staphylococcus aureus and Escherichia
coli at the concentrations tested. It can be inferred from these results that the
increasing doses of fertilizer and the two spacings were not able to gradually

increase the productive capacity for most of the variables tested.



Key words: Macela. Essential oils. a-Pinene. 3-O-methylquercetin. Flavonoids.

Phenolic acids.
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1 INTRODUCAO

A versatilidade das aplicagcbes dos vegetais sempre foi apreciada pela
humanidade. Quanto aos seus principias usos, h& evidéncias de que eram
empregadas como medicinais pelos Neandertais ha mais de 30 mil anos (HARDY et
al., 2012).

Com relacédo as plantas medicinais, a familia Asteraceae se destaca (LIN et al.,
2008), por incluir diversas espécies com comprovacao cientifica, entre elas a
Achyrocline satureioides, conhecida popularmente no Brasil por macela (LORENZI &
MATOS, 2008).

No Rio Grande do Sul, a macela é considerada planta simbolo do Estado, onde é
uma das mais utilizadas para o tratamento de problemas de saude, além de ser
utilizada como enchimento de travesseiros, almofadas, colchbes e em saches para
afastar insetos (NUNES et al., 2013).

Informacdes sobre a forma de cultivo das plantas medicinais sdo essenciais para
fornecimento de matéria-prima de qualidade, tanto in natura como na forma de
drogas vegetais para a producdo de fitoterapicos. Aspectos agronémicos sobre a
macela ainda ndo séo suficientes para garantir o desejavel suprimento adequado.

Dados da literatura recomendam o seu cultivo de julho a outubro para a regido
Sul do pais (CORREA JR. et al., 2006). Correa Jr. et al. (1994) sugerem adubacao
organica na quantidade de 30 t.ha™. Espacamento entre plantas e entre linhas para
a macela ainda € uma variavel conflitante nos dados cientificos disponiveis.

As inflorescéncias dessecadas de macela contém ao redor de 0,75% de Oleo
essencial composto por diversas substancias quimicas, como, por exemplo,
cariofileno, 6xido de cariofileno, germacreno-D, a-pineno, acido crotbénico, farneseno,
terpendides, cumarinas e flavonoides (RETTA et al., 2012).

Dentre os compostos quimicos presentes na macela, os flavonoides representam
um dos grupos fitoquimicos mais importantes e diversificados. Nas inflorescéncias e
nos ramos da macela, diversos flavonoides podem ser encontrados. Perfil
cromatografico de extratos etandlicos mostrou a presenca em maior acumulo de
guercetina, luteolina e 3-O-metilquercetina (MARQUES & FARAH, 2009), principios
ativos com estudos para o tratamento de cancer (CARINI et al., 2014).

Apesar de serem raras as cultivares desenvolvidas no Brasil, a macela possui a

cultivar chamada de Achyrocline satureioides (Lam.) DC. cv. CPQBA 2. Essa foi a
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segunda cultivar de planta medicinal nativa a ser desenvolvida no Brasil, sendo

Baccharis trimera (Less.) DC. cv. CPQBA 1 (carqueja) a primeira (GARCIA, 2013).
Notavelmente, estudos agronémicos vinculados aos fitoquimicos da macela néo

foram investigados suficientemente, justificando assim os objetivos deste estudo, os

quais foram:

« Estudar o desenvolvimento vegetal (altura e biomassa) da macela;

* Analisar quali e quantitativamente 0s componentes quimicos do Oleo
essencial bem como suas atividades antibacterianas;

+ Perfil quimico do extrato hidroalcodlico com énfase no acumulo de quercetina,
luteolina, 3-O-metilquercetina, é&cido cafeico, rutina e trans-ferdlico das
inflorescéncias e dos ramos em funcdo de adubacdo organica e
espacamentos;

« Analisar a variagdo do acumulo de flavonoides e fendis totais dos ramos e das

inflorescéncias nas diferentes idades do cultivo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ocorréncia, caracteristicas gerais e descri¢cdo botanica

A macela é geralmente encontrada em todos os estados da regido Sul e Sudeste
do Brasil e no estado da Bahia (Figura 1). Por se tratar de uma espécie ndo
endémica, também ocorre em outros paises da América Latina, tais como: Uruguai,
Argentina, Paraguai e Colémbia (LOEUILLE, 2010), além de ter sido distribuida pela
Europa e Africa (CALVO et al., 2006).

Figura 1 - Ocorréncia da macela nos estados brasileiros (adaptado de Flora do Brasil,
2017).

/ I Estados de ocorréncia de macela

Os nomes populares podem ser varios, como, por exemplo, marcela, alecrim-de-
parede, camomila-nacional, carrapichinho-de-agulha, cha-de-lagoa, losna-do-mato,
macela-amarela, macela-da-terra, macela-do-campo, macela-do-sertdo, macelinha,
marcela-do-campo e paina (LORENZI & MATOS, 2008). Na América Latina é
conhecida como marcela e em Guarani € chamada de ipoty dju e jate’i ka’a. O nome
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popular “macela-da-terra” pode ser confundido com o nome popular de outra espécie,
a Egletes viscosa (L.) Less., que é muito comum no nordeste brasileiro.

Possui as seguintes sinonimias: Achyrocline candicans (Kunth); A. flaccida DC.;
Gnaphalium satureioides Lam.; e G. candicans Kunth. Segundo o banco de dados
“tropicos”, existem trés variedades de macela, sendo elas: A. satureioides var.
remotifolia DC., A. satureioides var. crassiuscula Malme e A. satureioides var.
vargasiana (DC.) Baker. No Brasil existe a cultivar registrada no Ministério da
Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA), nomeada de Achyrocline satureioides
(Lam.) DC. cv. CPQBA 2 (MAPA, 2015).

A espécie Achyrocline alata (Kunth) DC., também chamada popularmente de
macela, é a espécie mais semelhante dentro do género botanico, porém se
diferencia da primeira pela presenca de alas nos ramos.

A macela é heliéfita, ruderal, cresce em pastagens, terrenos baldios, taludes e
capoeiras. E considerada “espontanea”’, “daninha”, “invasora”, dentre outras
designac¢des no Sul e no Sudeste, devido a sua capacidade de desenvolvimento em
solos arenoargilosos, pedregoso e até em areas semi-haléfitas préximas ao mar.
Floresce no verdo e no outono e possui dispersdo das sementes de forma
anemocorica. As sementes sao fotoblasticas positivas e a propagacdo gamica é a
mais adequada para cultivos (CORREA Jr. et al., 2006).

O peso de mil sementes é de 37,1 mg (DAVIES & VILLAMIL, 2004). Cinco
populacdes do Rio Grande do Sul foram investigadas e numero diploide de
cromossomos foi encontrado em todas (2n = 24) (PEREIRA et al., 2006). Mazzella et
al. (2010) encontraram em quatro espécies de macela, incluindo A. satureioides, o
mesmo numero diploide, 2n = 28, e relataram pouquissimas diferencas de cariétipo

dentro do género.

2.2 Descricdo macroscopica

Segundo a Administracdo Nacional de Medicamentos, Alimentos e Tecnologia
Médica da Argentina (ANMAT, 2014), as flores s&o reunidas em capitulos e
agrupados em glomeérulos, sendo estes por sua vez organizados em extremidades
paniculiformes. Cada capitulo apresenta de 4 a 8 flores dimorfas, protegidas por um
invélucro subcilindrico, de 4,0 a 7,0 mm de altura, formado por 9 a 14 bracteas

involucrais escariosas, hialinas, naviculares, imbricadas, dispostas em 3 ou 4 séries,


http://www.tropicos.org/Name/100402608
http://www.tropicos.org/Name/100402608
http://www.tropicos.org/Name/50001600
http://www.tropicos.org/Name/50001600
http://www.tropicos.org/Name/2736910
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amarelas, amareladas, amarelo-palha, amarelo-pélido a esverdeadas, ou ainda
amarelo-douradas, amarelo-pardo a amarelo-avermelhadas. Bracteas externas de
2,5 a 3,0mm de comprimento; bracteas medianas de 3,5 a 4,5 mm de comprimento,
bracteas internas de 3,0 a 7,0 mm de comprimento, todas com tricomas tectores
simples, lanosos, de 2,0 a 3,0 mm de comprimento e/ou tricomas glandulares
apenas no seu tergo inferior externo.

De 3 a 6 flores marginais, pistiladas, com corola filiforme, de 3,0 a 4,5 mm de
comprimento, dentada ou partida no apice, com tricomas glandulares na porcao
apical externa; estilete filiforme, bifido, glabro, dilatado préximo a base, com ramos
estigméticos geralmente na maturacdo, de apice truncado, papiloso e com uma
coroa de tricomas na porcdo apical, ovario infero, bicarpelar e unilocular,
monospérmico; papus unisseriado, com cerca de 20 cerdas brancas, asperas, livres
entre si na base, que alcancam quase a mesma altura da corola, raramente mais.

Uma a trés flores do disco, hermafroditas, com corola tubulosa, estreita, de 3,0 a
4,5 mm de comprimento, tubo ligeiramente dilatado na base e limbo pentadentado,
dentes com tricomas glandulares na face externa; androceu com 5 estames,
epipétalos, inseridos na metade inferior da corola, com anteras sinanteras, de 1,5 a
2,0 mm de comprimento, com deiscéncia longitudinal e introrsa, sagitadas na base,
com cauda laciniada; conetivo prolongado em um apéndice apical triangular,
levemente obtuso, hialino; ovario, estilete e papus semelhantes aos das flores
pistiladas.

Fruto aquénio, castanho-claro ou pardo, de 0,7 a 0,8 mm de comprimento,
elipsoidal a obovado, levemente comprimido, glabro, de superficie papilosa. Para
comprovar a identidade da espécie, verifica-se a presenca de ramos nao alados

junto as inflorescéncias (Figura 2).
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Figura 2 - Aspectos macroscoépicos de Achyrocline satureioides (Lam.) DC. As escalas
correspondemem Aa5mm,B,C,D,E,F,Helalmm, Ga1l00 pm, J, K eL a200 pm,
M a 300 um, N e O a 50 um. A - aspecto geral de uma inflorescéncia. B - aspecto de um
capitulo em vista lateral. C e D - flores pistiladas em vista lateral. E - flor perfeita com
cerdas do papus em vista lateral. F - aspecto da bractea externa do capitulo. G -
detalhe do parénquima da bractea, como indicado em F. H - aspecto da bréactea
mediana do capitulo. | - aspecto da bréactea interna do capitulo. J a L - porcéo apical
da corola tubulosa, mostrando a variabilidade de niumero e tamanho dos tricomas
glandulares. M - aspecto geral da nervagcdo da corola. N - detalhe da nervacdo na
porcdo apical da corola, como indicado em M. O - detalhe da nervagdo na porcéo

basal da corola, como indicado em M.

Fonte: adaptado de ANMAT, 2014.
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2.3 Descricdo microscopica

De acordo com ANMAT (2014), a face abaxial das bracteas apresenta epiderme
formada por células alongadas, de contorno retangular. No terco inferior ocorrem
tricomas tectores pluricelulares e unisseriados, e/ou glandulares, formados por um
pedicelo bi a trisseriado, com 3 ou 4 camadas de células e por duas células
terminais ovalado-alongadas, bem maiores do que as anteriores. Os tricomas
glandulares das bracteas medem 60 a 100 um de comprimento total e sua cabeca
possui diametro de 30 a 40 um. O papus é constituido por cerdas longas, formadas
por células alongadas, hialinas, de paredes finas, muitas delas projetadas
lateralmente.

A face abaxial da corola apresenta epiderme formada por células alongadas, de
contorno poligonal. Cinco feixes vasculares percorrem longitudinalmente seu tubo.
As lacinias sdo cobertas abaxialmente por tricomas glandulares semelhantes aos
das bracteas. Os graos de poélen apresentam exina espinhosa, sao esferoidais e
tricolpados, medindo de 17 a 35 um de diametro.

O ovério é recoberto por uma camada de células epidérmicas poligonais, seguido
por um tecido parenquimatico constituido por varias camadas de células, que apos o
completo desenvolvimento, reduzem-se a 3 ou 4. Internamente, encontra-se apenas
um rudimento seminal anatropo, preenchendo totalmente a cavidade ovariana. O
estilete apresenta proximo a base uma expanséao globosa constituida por numerosas
células arredondadas e de paredes finas. O fruto, quando maduro, apresenta um
pericarpo formado por 3 ou 4 camadas de células (Figura 3).
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Figura 3 - Aspectos microscépicos de Achyrocline satureioides (Lam.) DC. As escalas
correspondemem Aa1l0um,B,C,D,l,LeMal1l00 um,E,Fe Ga30um,Ha0,5mm,J
e Ka 200 um, N a 50 um. A - detalhe da base do papus. B - base da cerda do papus. C -
apice da cerda do papus. D - estame, em vista lateral. E, F e G - grdos de pélen. H -
aspecto do gineceu em vista lateral. | - detalhe do gineceu, naregido dilatada indicada
em H. J - detalhe do ovario, na regido indicada em H. K - fruto, em vista lateral. L -
detalhe de fragmento do tegumento da semente na porc¢éo indicada em K. M - detalhe
de fragmento do pericarpo do fruto na porcéo indicada em K. N - aspecto de um

tricoma glandular com pedicelo trisseriado e duas células terminais.

Fonte: adaptado de ANMAT, 2014.
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2.4 Aspectos agronémicos e comerciais de Achyrocline satureioides

Ainda séo escassas informacdes agronémicas sobre a influéncia de fatores como
a quantidade e tipos de adubos organicos, bem como de diferentes espacamentos
no cultivo, na producdo de biomassa e acumulo de substancias quimicas de macela,
assim como é elucidado cientificamente para outras espécies medicinais, tais como,
Lippia alba (MING, 1994), Melissa officinalis L (SANTOS et al., 2009), Majorana
hortensis L. (AL-FRAIHAT et al., 2011); Baccharis trimera Less. DC. (GARCIA, 2013).

Espacamento é uma variavel pertinente na &rea agricola, uma vez que alguns
dos objetivos é o cultivo do maior nimero de plantas em um menor espago possivel,
desde que ndo haja qualquer problema relacionado ao bom crescimento e
desenvolvimento das espécies cultivadas. Conforme se aumenta a densidade de
plantas, muitas crescerdo em altura e competirdo por agua, luz e nutrientes,
influenciando, dessa forma, o maior desenvolvimento e acumulo de biomassa
(GOBBO-NETO & LOPES, 2007). Além disso, o plantio adensado possibilita a
melhor ocupacédo dos espacos no campo de cultivo, protege o solo, promove as
trocas gasosas com o meio ambiente, aproveita 0s nutrientes e agua entre outras
vantagens (EMBRAPA, 2017).

Segundo Taiz e Zeiger (2009), os vegetais possuem mecanismos de auto-
regulacdo, baseando-se na capacidade de adaptacédo as relacdes de interferéncia,
como competicdo por nutrientes, agua e luz. Dai a importancia de estudos
agronbmicos que visam investigar as respostas das plantas frente as diversas
variaveis que possam elevar a producao vegetal e de suas substancias quimicas. Na
area agrondbmica, por exemplo, sdo raras as investigacbes cientificas que
correlacionam os fatores bidticos e abidticos na produgdo e acumulos de
determinadas substancias farmacologicamente ativas provenientes das espécies
medicinais brasileiras. Alonso (1998) ja alertava e Souza et al. (2012) reforcaram a
ideia de que estudos agrondmicos com plantas medicinais nativas sao raros se
comparados as exoéticas, sendo esse um dos motivos que podem dificultar a
organizagcdo da produgdo nacional dessas plantas. Aléem disso, a falta de dados
agrondmicos sobre as etapas de cultivo, colheita e pdés-colheita de plantas
medicinais nativas (CORTES et al., 2007; FURLAN & GARCIA, 2013) contribui para
obtencdo de produto vegetal de baixa qualidade (VEIGA Jr., 2008), além de

promover a coleta indiscriminada (CARVALHO, 2003), incluindo a macela
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(MONTANARI JR., 2009). A macela ainda é objeto de extrativismo (RETTA et al.,
2012), o que pode acarretar em desequilibrios do sistema ambiental e diminui¢do de
suas populacdes (MONTANARI JR., 2009) além de diversas outras consequéncias
ambientais.

Algumas poucas investigacdes cientificas trataram de estudar alguns dos fatores
agronémicos para o cultivo de macela. Sartério et al. (2000) e Correa Jr. et al. (2006),
por exemplo, sugerem espacamentos entre plantas e entre linhas de: 0,20 x 0,30 m
e 0,6 x 0,4 m, respectivamente. Ajalla et al. (2009) ndo encontraram diferencas
estatisticas significativas para a producdo de biomassa em dois espacamentos (0,25
x 0,25 m e 0,40 x 0,40 m).

O compéndio de Espécies Nativas da Flora Brasileira de Valor Econémico Atual
ou Potencial (MMA, 2011), afirma que espacamentos maiores que 0,30 x 0,25 m
resultardo em plantas maiores e com muitas hastes. Vale destacar que esta variavel
€ uma informacdo importante a ser elucidada cientificamente, tendo em vista que
para diferentes espécies de plantas medicinais, alguns autores relatam que menores
espacamentos produzem maiores quantidades de biomassa e maiores acumulos de
Oleos essenciais, como as pesquisas realizadas com Cymbopogon winterianus
Jowitt. (MARCO et al., 2006), Melissa officinalis (WANDERER & BARROS, 2007);
Glycine max L. (CASTOLDI et al., 2009) e Ocimum basilicum L. (FAVORITO et al.,
2011). Percebe-se que ainda ha grave conflito de informacdes quando essa variavel
€ aplicada para o cultivo de macela (RETTA et al., 2012).

Em relacéo a época de cultivo e adubacgéo, Correa Jr. et al. (2006) recomendam
o transplantio no periodo de julho a outubro, para a regido Sul do Brasil,
acreditando-se que haja rapida aclimatacdo e estabelecimento das raizes para
resistir durante o inverno.

Correa Jr. et al. (1994) sugerem aplicar adubo organico na proporcéo de 30 t ha™.
Algumas investigacdes cientificas mostram a importancia de testar diferentes tipos e
teores de adubacdo organica no cultivo de plantas medicinais (MING, 1998;
MONTANARI et al.,, 2004; PEREIRA et al., 2006; GARCIA, 2013), ja que esses
fatores podem favorecer as caracteristicas fisico-quimicas do solo, bem como
contribuir para o equilibrio da flora microbiolégica, refletindo, assim, em resultados
significativos nos teores de biomassa, no acumulo de 6leos essenciais e de outras
substancias quimicas (RAM & KUMAR, 1997; FURLAN, 2005).
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Maia et al. (2009) defendem que para o cultivo de plantas medicinais deve-se dar
preferéncia a utilizacdo de adubos orgénicos, com o objetivo de preservar as
substancias ativas. Os autores explicam que os adubos organicos, de forma geral,
apresentam teores de macronutrientes menores que os adubos inorganicos, mas
exercerem efeito positivo nas propriedades fisicas, quimicas e biolégicas do solo.
Por outro lado, existem autores que obtiveram resultados satisfatorios para o cultivo
da macela com adubacéo organo-mineral (CORREA JR. et al., 1994; DAVIES, 1999;
VIEIRA et al., 2015). Chagas et al. (2011) aumentaram a biomassa e o0 acumulo de
0leo essencial da horteld-japonesa (Mentha arvensis L.) com teores mais altos de
adubo organico, tanto no cultivo (10,0 kg.m™) como em cobertura (7,5 kg.m™).

Retta et al. (2012) alertam que doencas podem afetar a plantacdo durante o
cultivo. Os autores reportam que no inicio é possivel o aparecimento de Botrytis e
Sclerotinia, enquanto que na fase reprodutiva existe a possibilidade do ataque de
Alternaria spp., Cladosporium spp. e Epiccocum spp., 0s quais causam danos nas
inflorescéncias, algumas vezes caracterizados por manchas pretas e apodrecimento
das mesmas.

Existe um consenso religioso em relacdo a época da colheita. Geralmente é
realizada, no Rio Grande do Sul, na madrugada da Sexta-feira Santa (mar¢o). Esse
fato curioso é devido a crenca popular, por acreditar que os teores de substancias
guimicas da macela atingem os maiores teores nesse periodo.

Em relacdo a producao e acumulo de 6leo e substancias quimicas, Radaelli et al.
(2009) encontraram maior teor de O6leo essencial na primavera (0,1% m/m)
acumulados nos ramos e maior acumulo de majoritarios no inverno em macela
silvestre [25,7% de a-pineno, 11,8% limoneno e 25,5% de (E)-cariofileno] coletada
no Rio Grande do Sul. Cezarotto (2011) obteve resultados semelhantes em relagcao
aos encontrados por Radaelli et al. (2009), pois 0,1% de oOleo essencial (m/m) foi
obtido dos ramos colhidos na primavera (Rio Grande do Sul) e os teores de
majoritarios foram: 28,5% de a-pineno, 8,45% limoneno e 29,8% de (E)-cariofileno.

A variacdo dos teores e até a presenca ou ndo de algumas substancias quimicas
acumuladas na macela durante as épocas do ano, podem estar associadas ao fato
dessas substancias estarem desempenhando funcdes diferentes nas estacbes
climaticas. Além da protecdo dos vegetais contra a incidéncia de radiacdo
ultravioleta visivel, agdo antioxidante, dentre outros fatores bibticos e abidticos, as

substancias quimicas auxiliam na protecao contra insetos, fungos, virus e bactérias;
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como atraentes de animais com finalidade de polinizacdo; controle de acédo de
horménios vegetais, agentes alelopaticos e inibicdo de enzimas (SIMOES et al.,
2007).

De acordo com Eloff (1999), o material vegetal coletado em diferentes periodos
do ano pode conter novas substancias com diferentes atividades biolégicas. Alguns
trabalhos relatam a influéncia do fator sazonal e idades dos vegetais no acumulo de
diferentes teores de substancias quimicas como flavonoides em Daucus carota
(BROOKS & FEENY, 2004); Baccharis articulata e A. satureioides (CEZAROTTO,
2011); e nos Oleos essenciais de Hypericum perforatum (SCHWOB et al., 2004) e de
Baccharis trimera (SILVA et al., 2007).

Apesar da rigueza fitoquimica e do potencial farmacoldgico da macela, segundo
Retta et al. (2012), ainda ndo ha demanda além da que ocorre nos paises da
América do Sul, provavelmente devido & escassez de dados cientificos e/ou
inefichcia da divulgacdo em comunidades globais e da falta de organizacdo da
cadeia produtiva. Na China, por exemplo, 6.000 espécies de plantas séo utilizadas
de diferentes formas em diferentes lugares, segundo Xiao (1991). Dessas,
aproximadamente 1.000 sdo as mais usadas na China e 500 sdo as mais
importantes do ponto de vista farmacolégico (HE & SHENG, 1997). China é um dos
paises mais importantes no fornecimento de plantas medicinais para o resto do
mundo, seguido pela india (XIAO, 1991).

O valor comercial de muitas plantas medicinais deveria ser determinado
principalmente pelo teor de metabdlitos especializados acumulados, resultado das
relacdes ecoldgicas entre a planta e o ambiente (PINOL et al, 2000; WAGNER et al,
2006). Qualidade da matéria-prima vegetal, segundo a ANVISA (RDC 14, 2010): “é a
intensidade da cor, do aroma, o grau de fragmentacdo, porcentagem de material
estranho, identificagdo taxondmica, identificagdo macro e microscopica, percentual
de cinzas, de cinzas insoluveis em acido cloridrico, de umidade, o nivel de
contaminacdo microbiologica, de metais pesados e a analise qualitativa e
quantitativa de principios ativos e/ou marcadores, quando conhecidos”.

Assim, estudos agrondmicos passam a ser uma parte imprescindivel para
compreender os fatores que influenciam na producdo de substancias quimicas de
interesse industrial, além de fornecer dados sobre as correlagbes entre
planta/ambiente (FURLAN & GARCIA, 2013).
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As plantas medicinais in natura, desidratadas e, principalmente, suas substancias
quimicas extraidas, sdo tdo versateis que no caso da tintura, feita a partir das
inflorescéncias de macela, pode ser aplicada no tingimento e aromatizacao de pecas
de roupas feitas de algoddo (NUNES et al., 2013). Outra oportunidade de mercado
diz respeito ao pé dos ramos e das inflorescéncias da macela, ap6s garantir sua
seguranca no consumo por meio dos testes toxicolégicos, poderia ser
comercializado como condimento. Ainda sdo poucas as referéncias que mencionam
0 p6 dos ramos e das inflorescéncias como condimento (SEIDEMANN, 2005).

A cultura da macela deveria ser vista no Brasil como uma oportunidade de renda
para agricultores e incentivada com maior énfase pelos 6rgdos governamentais,
principalmente. Segundo Mota et al. (2011b), o consoércio entre alface (Lactuca
sativa) e macela, € economicamente viavel e pode atingir um rendimento anual bruto
de US$ 3,000/ha/ano como valor final de toda producédo. Esta oportunidade poderia
conduzir os agricultores a diversificacdo das espécies cultivadas, contribuindo, desta
forma, para preservar-se de quedas na producdo em momentos de intempéries e/ou
oscilacBes econémicas.

O baixo numero de fitoterdpicos provenientes de plantas medicinais nativas
disponiveis nas farmécias e centros de saude € um reflexo significativo da fraca
relacdo que existe entre a inovacao e a organizacdo da cadeia produtiva e, entre a
escassez de estudos agrondmicos e o agricultor. Menezes Jr. (2006) observa que
cerca de 90% das espécies medicinais nativas consumidas no Brasil sao
provenientes de coletas sem manejo. Reis e Mariot (1998) alertaram que a carqueja
(Baccharis sp.), por exemplo, assim como as demais espécies medicinais nativas,
podem entrar em risco de extincdo devido a extracdo sem o manejo adequado.

Infelizmente, essa realidade ndo deveria fazer parte do Brasil jA que o territorio
nacional abriga a maior biodiversidade vegetal do mundo e, segundo estimativas,
somente no territorio nacional existem cerca de 30% (ao redor de 55 mil) de todas as
espécies vegetais do planeta (GIULIETTI, 2005).

Esta grave situacdo sugere a relacdo intrinseca entre agricultores e
pesquisadores com o objetivo de obter melhores resultados organizacionais na
cadeia produtiva brasileira. Essa interacdo aproximada poderia resultar em sucesso
mutuo, destacando de fato a maior qualidade do material vegetal, retorno financeiro
para o agricultor além da preservacao e valorizacao das espécies nativas brasileiras

ainda, em sua maior parte, em estado silvestre. Além disso, o rastreamento do
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material vegetal € imprescindivel no fornecimento adequado e na certificacdo da
qualidade de um medicamento fitoterapico (FURLAN & GARCIA, 2013).

Na Argentina, por exemplo, os produtos gerados a partir da macela sdo usados
na etnofarmacologia, na formulacdo de fitoterapicos e na producédo de alimentos que
necessitam de aromas (BASTIANELLO et al.,, 2011). A demanda nesse pais esta
estimada em 20 toneladas de inflorescéncias por ano. No Uruguai € vendida em
muitos mercados e restaurantes e, utilizada também pelas industrias de cosméticos
em virtude da sua capacidade antioxidante e anti-inflamatoria (RETTA et al., 2012).

No mercado brasileiro, existe grande amplitude de valores sobre a venda das
inflorescéncias desidratadas de macela. A empresa Semente Rara comercializa as
inflorescéncias desidratadas por R$ 40,00 o quilo enquanto que a empresa Kampo
de Ervas comercializa a mesma quantidade por R$ 456,66. Esses valores passam a
ser um incentivo aos agricultores que estejam interessados em diversificar a gama
de plantas cultivadas.

A genética € o destaque da Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2, pois, segundo
Montanari Jr. (2009), a cultivar esta adaptada aos ambientes agricolas. O
florescimento mais homogéneo possivel, comum em cultivares que visam as
inflorescéncias como produto comercial, € uma das principais caracteristicas desse
cultivar e de interesse das industrias que necessitam de fornecimento constante de
matéria-prima (CORREA JR. et al., 2004), j& que os principios ativos variam, entre
outras razdes, de acordo com os diferentes estagios fenolégicos dos vegetais
(GOBBO-NETO & LOPES, 2007). Pank (2006) acrescenta que a demanda de
produtores por plantas homogéneas e com crescimento e desenvolvimento
vigorosos pode ser atendida por meio do melhoramento genético.

A cultivar CPQBA 2 ainda ndo recebeu a devida atencdo quanto as respostas
fitoquimicas frente aos fatores agronémicos em nivel de campo. Assim, como lembra
Vieira et al. (2015), as plantas medicinais ndo devem ser encaradas apenas como
recursos terapéuticos, mas também como possibilidades de geracdo de renda e da

necessidade de estabelecer linhas de acao voltadas para a fitotecnia.

2.5 Aspectos fitoguimicos de Achyrocline satureioides

7

O que mais chama a atencdo nas plantas medicinais é a producdo de

substancias quimicas durante seu desenvolvimento, 0os quais sdo intensamente
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utilizados por industrias, tanto na area farmacéutica quanto nas areas agronémica,
cosmeética, alimenticia entre outras (SANTOS, 2007; BIZZO et al., 2009; FURLAN &
GARCIA, 2013).

Os Oleos essenciais sdo constituidos por um conjunto de substancias quimicas
que podem atuar de varias formas no tratamento de doencas. Além disso, as
substancias bioativas isoladas podem servir como base para a producdo de novas
substancias sintéticas ou semi-sintéticas (NEVES, 2009). Apesar da versatilidade
dos Oleos essenciais e da alta demanda, ainda sédo raras no Brasil informacfes
agrondmicas capazes de contribuir significativamente para atingir producao
adequada (GOBBO-NETO & LOPES, 2007; VIEIRA et al., 2015), principalmente em
relacdo as plantas nativas (ALVES, 2013).

Os oleos essenciais sdo comumente encontrados nas folhas e inflorescéncias,
em canais secretores e tricomas. Na natureza, os 0leos essenciais desempenham
importantes funcdes ecoldgicas, como, protecdo contra herbivoros e patégenos, na
atracdo de polinizadores, competicdo entre plantas, dentre outras (TAIZ & ZEIGER,
2009).

A inflorescéncia da macela é a parte vegetal mais utilizada na preparacdo de
chas, ndo sO no Brasil, mas também no Uruguai, na Argentina e no Paraguai
(FACHINETTO et al.,, 2007; RETTA et al.,, 2012), sendo comumente utilizada a
infusdo ou decoccdo (TORRES, 2005). As inflorescéncias desidratadas da macela
contém ao redor de 0,75% de O6leo essencial, o qual € composto por diversas
substancias quimicas, tais como: cariofileno, 6xido de cariofileno, cadineno, cariatina,
germacreno-D, a-pineno, salveno, acido crotdnico, farneseno, terpendides,
cumarinas e flavonoides (DAVIES, 1999).

Sierra et al. (2015) analisaram e quantificaram as substancias quimicas presentes
no o6leo essencial extraido das inflorescéncias de macela ndo cultivada (Colémbia) e
encontram [B-cariofileno (25%), seguido por 6xido de cariofileno (13%), y-muuroleno
(8%), y-cadineno (7%) e a-pineno (7%). Gillij et al. (2008) afirmam que terpineno-4ol
(1,3%) é o constituinte majoritario do 6leo essencial das inflorescéncias (Argentina),
seguido de a-terpineol (0,8%). a-Pineno (41-78%) foi encontrado como majoritario
em todas as amostras de A. satureioides e A. alata coletadas na regidao Sul do Brasil
(Lamaty et al.,1991). No mesmo trabalho os autores obtiveram diferentes
rendimentos de 6leo essencial nas diferentes regides, sendo 0,84 mL/100g o maior e

0,24 mL/100g o menor rendimento.


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-05722015000200246#B11
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-05722015000200246#B29
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-05722015000200246#B34
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Labuckas et al. (1999) obtiveram rendimento de Oleo essencial em macela,
abaixo de 0,2% e Lorenzo et al. (2000), entre 0,3 e 0,45% (m/m). Este ultimo é um
dos poucos trabalhos disponiveis na literatura que investigou as substancias
guimicas presentes no Oleo dos ramos de macela provenientes do Brasil e do
Uruguai.

Do Carmo et al. (2015) estudaram as atividades dos 6leos essenciais de macela
obtidos na empresa Mundo do Oleos S/A (Brasilia) contra o parasita Trypanosoma
evansi. No mesmo trabalho, os autores identificaram vinte e duas substancias
qguimicas sendo a-pineno (36,19%) a majoritaria seguida por B-cariofileno (25,65%),
-ocimeno (7,36%) e 1.8-cineol (5,93%).

Asolini et al. (2006) avaliaram a atividade antioxidante e antibacteriana de
extratos provenientes de diferentes plantas, sendo uma delas a macela. Os extratos
etanodlilcos e aquosos da macela foram o0s que apresentaram maior atividade
antioxidante (97%) dentre os demais, apesar de ter apresentado baixo teor de fendis
totais (abaixo de 25 mg GAE/g). No entanto, o extrato etandlico da macela se
destacou como um dos melhores antibacterianos entre os demais.

Glicosideos e os flavonoides, por exemplo, sdo as substancias quimicas
responsaveis pelo gosto amargo e pela adstringéncia caracteristica do cha da
macela (FERNANDES et al., 1996; BARATA et al., 2009).

Os terpenos encontrados na macela podem ser classificados em monoterpenos e
sesquiterpenos com maior frequéncia e, os diterpenos com menor frequéncia. Os
monoterpenos podem ser classificados de acordo com a ciclizag&o: aciclicos (linalol,
geraniol), monociclicos (terpinoleno, a-terpineol), e biciclicos (a-pineno, canfora), ou
por meio do grupo funcional: hidrocarbonetos insaturados (limoneno), aldeidos
(citral), alcoois (mentol), lactonas (nepetalactona), cetonas (carvona) e tropolonas
(gamatujaplicina). Os sesquiterpenos também séo classificados de acordo com a
ciclizagao sendo: aciclicos (farnesol), monociclicos (acido abscisico) e biciclicos (3-
cariofileno) (BRUNETON, 2001; SIMOES & SPITZER 2003). A figura 4 ilustra a rota
simplificada do metabolismo especializado do carbono com destaque para a

producéo de terpenos.
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Figura 4 - Rota simplificada do metabolismo especializado do carbono (adaptado de
Taiz e Zeiger, 2009).
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Alguns d6leos essenciais, como os de eucalipto, lavanda, tomilho e melaleuca, por
exemplo, possuem acdo antimicrobiana e anti-inflamatdria, como forma de acéo
promovendo danos as estruturas celulares de patdégenos, como Escherichia coli
(LORENZI & MATOS, 2008). Os terpenos também possuem muitas funcdes nos
vegetais, sendo elas: atuando como fitoalexinas, agentes de atracdo polinica,
repelentes de insetos, agentes de defesa contra herbivoria, feroménios, horménios
vegetais, aleloguimicos e moléculas de sinalizacao (DA SILVA et al., 2009).

A industria de cosméticos utiliza os 6leos essenciais na fabricacdo de perfumes,
cremes, produtos de limpeza e diversos outros tipos de produtos (RETTA et al.,
2012). Bizzo et al. (2009) comentam que o Brasil estd em destaque na producéo
mundial de O6leos essenciais, mas ainda tem problemas com a qualidade,
representatividade nacional e baixos investimentos governamentais no setor.
Percebe-se que o Brasil ainda é timido no que diz respeito a exportacdo de 6leos
provenientes de plantas nativas. Segundo Blank et al. (2004; 2005), o preco do 6leo
essencial no mercado internacional tem altas flutuacbes e o valor de mercado
funciona em funcdo da organizacdo e do planejamento de pequenos e grandes

produtores rurais.


http://www.ecycle.com.br/component/content/article/35/1544-pouco-conhecida-melaleuca-e-fonte-natural-de-extrato-que-traz-diversos-beneficios-a-saude.html
http://www.fcav.unesp.br/download/pgtrabs/micro/m/83720l.pdf
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Devido a extensdo do territorio brasileiro, as caracteristicas edafocliméaticas
peculiares em algumas regibes podem interferir positiva ou negativamente na
producédo de 6leos essenciais (GOBBO-NETO & LOPES, 2007), principalmente por
estarem as plantas nativas ainda em estado silvestre (MONTANARI JR., 2002).

A falta de dominio tecnoldgico sobre as etapas de cultivo e de desenvolvimento
vegetal, aliado a outros fatores fitotécnicos, podem promover menor quantidade de
biomassa e de teores de principios ativos (CORREA JR. et al., 2004; BLANK et al.,
2005). Desta forma, o agricultor acaba descobrindo informacfes empiricamente e o
material vegetal colhido passa a ser de qualidade inferior (FURLAN, 2005). Dai a
importancia de se atentar aos fatores agrondémicos para obtencdo dos niveis
adequados dessas substancias quimicas produzidas e acumuladas pelas plantas
durante as etapas de cultivo até a colheita.

Destaca-se que as etapas pés-colheita também necessitam de grande atencéo,
principalmente durante os processos de secagem, visto que diversas substancias
guimicas podem ser volatilizadas durante este processo (FURLAN & GARCIA, 2013).

2.6 Substancias fendlicas

Segundo Sousa et al. (2007), as substancias fendlicas se distribuem nas
seguintes categorias: fendis totais, fendis simples, flavonoides, cumarinas, lignanas,
ligninas, estilbenos e taninos. Ainda, existem certas estruturas fenodlicas que sdo
encontradas na forma de proteinas, alcaloides e terpendides (DAGLIA, 2012). As
substancias fendlicas podem ter producdo e acumulos de acordo com os tecidos
vegetais, tamanho da planta, parte coletada, da época, localizacdo geogréfica entre
outros fatores (MONTEIRO et al., 2005; GOBBO-NETO & LOPES, 2007).

Diversas investigacdes tém mostrado com éxito atividades antivirais de fendis
(OZCELIK et al., 2011; IKEDA et al., 2011). Asolini et al. (2006) avaliaram a atividade
antioxidante e antibacteriana de extratos provenientes de diferentes plantas, sendo a
macela uma delas. Os extratos etandlilicos e aquosos da macela foi um dos que
apresentaram maior atividade antioxidante (97%) dentre os demais, apesar de ter
apresentado baixo teor de fendis totais (abaixo de 25 mg GAE/g). O extrato etandlico
da macela se destacou como um dos melhores antibacterianos entre os demais.

Campos et al. (2016) detectaram capacidade antifungica de extrato hidroalcodlico

bruto de macela testadas em inoculos de Candida spp. isolados de situacdes-


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0102695X16300941#bib0130
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0102695X16300941#bib0090
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problema de mastite bovina. Os autores observaram que o screening fitoquimico do
extrato apresentou substancias fenodlicas além de taninos, taninos condensados e de
flavonoides, atribuindo a acdo antifingica a essas substancias.

Sabini et al. (2016) testaram o0 extrato aquoso de macela como inibidor do virus
causador da encefalite equina (Western Equine Encephalitis). Nesse trabalho, foi
obtido fracdes de flavonoides e fendis nos extratos os quais podem ter sido
responsaveis pela atividade potencial contra o referido virus. Os autores também
detectaram a presenca de acido clorogénico, luteolina, 5,7,8-trimetoxiflavona, 3-O-
metilquercetina e acido cafeico. Além de ser um potencial antiviral, ainda o extrato
mostrou baixa acado citotdxica. Sendo assim, os autores concluiram que a macela
pode ser utilizada como um potente inibidor do alfavirus neurotrépico.

Os polifendis, antocianinas, flavonoides e outros presentes nos vegetais, podem
atuar de forma preventiva, j& que beneficiam o organismo com acao antioxidante
reduzindo os danos oxidativos gerados pelos radicais livres nas células (HERTOG et
al., 1992). As substancias fendlicas, especialmente os flavonoides, representam um
dos grupos fitoquimicos mais importantes e diversificados entre os produtos de
origem natural. Essas substancias quimicas provenientes do metabolismo
especializado sdo conhecidas pelas suas importantes fungdes na natureza, tais
como: protecdo contra raios UV, na interacdo simbidtica ou patogénica entre plantas
e microorganismos e ha interacdo entre plantas parasidica. Além disso, 0s
flavonoides possuem importantes atividades no incremento de sabor, odor e
pigmentos em diversos tipos de frutos (TAIZ & ZEIGER, 2009).

As andlises quantitativas e qualitativas de flavonoides de macela tém sido
bastante visadas nos ultimos anos, uma vez que estas substancias foram relatadas
como tendo atividades farmacolégicas que corroboram com varios usos
etnofarmacoldgicos (RETTA et al., 2011; 2012; EVELINE et al., 2014). Em macela,
os diversos flavonoides s&o encontrados em maior teor nas inflorescéncias (CARINI
et al., 2014).

O perfil cromatografico de extratos etanélicos de macela (Figura 5) mostrou a
presenca, em maior acumulo de quercetina, luteolina e 3-O-metilquercetina
(MARQUES & FARAH, 2009). Além desses, ainda foram identificados isonafaliina,
galangina-3-metiléter, acido cafeico, &cidos polifendicos, luteolina, galangina,
ésteres de colerianina, isognaftalina entre outros (TOURSARKISSIAN, 1980).
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Figura 5 - Estruturas quimicas dos flavonoides quercetina, luteolina e 3-O-
metilquercetina extraida de inflorescéncias de Achyrocline satureioides (adaptado de
MARQUES & FARAH, 2009; CARINI et al., 2014).

Quercetina Luteolina 3-O-metilquercetina

g

O método mais utilizado para obter dados de substancias fendélicas dos vegetais
€ fazendo-se uso do reagente FolinCiocalteu. Trata-se de uma mistura dos acidos
fosfomolibdico e fosfotunguistico, o qual o molibdénio e o tungsténio estdo em
estado de oxidacdo. Na presenca de agentes redutores, forma-se o molibdénio e
tungsténio azul. Nos vegetais sdo encontradas muitas estruturas, tais como dos
acidos fendlicos, dos pigmentos hidrossollveis das flores, dos frutos e das folhas,
dos derivados de cumarina, além das ligninas, taninos e polimeros com importantes
funcdes naturais. A concentracdo de substancias redutoras pode ser observada pela
mudanca na coloracdo, nesta situacdo, as substancias de natureza fendlicas
(CHAVES et al., 2010).

Martino et al. (1989) determinaram os teores de &cidos cafeicos em infusbes e
extratos etandlicos dos ramos e inflorescéncias de A. satureioides, A. alata e A.
flaccida. De Souza et al. (2002) quantificaram quercetina, luteolina e 3-O-
metilquercetina por meio de cromatografia liquida a partir de extratos das
inflorescéncias de A. satureioides. O método mostrou resultados satisfatorios ao

separar e quantificar com eficiéncia os trés flavonoides (Figura 6).
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Figura 6 - Cromatograma dos flavonoides quercetina (Q), luteolina (L) e 3-O-
metilquercetina (3-O-MQ) (adaptado de DE SOUZA et al., 2002).
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A quercetina, luteolina e o 3-O-metilquercetina extraidos da macela, sao alvos de
recentes estudos para o tratamento de cancer (CARINI et al., 2014). Além disso,
Carini et al. (2015) conseguiram isolar pela primeira vez a Achyrobichalcona de A.
satureioides por meio da cromatografia contracorrente de alta-velocidade (High-
Speed Counter-current Chromatography). Achyrobichalcona é um bioflavonoide
recentemente encontrado na macela o qual possui propriedades farmacolégicas
importantes, tais como anticancerigenas. No entanto, os autores afirmam que
maiores estudos clinicos devem ser realizados a fim de comprovar tal propriedade

farmacoldgica.

2.7 Aspectos farmacoldgicos de Achyrocline satureioides

O interesse clinico pelos produtos gerados pela macela € recente, apesar de
seus usos na etnofarmacologia serem antigos (BARATA et al., 2009). A. satureioides
possui atividade antibacteriana (JORAY et al., 2011; 2013), antigiardia (BRANDELLI
et al., 2009), antiviral (SABINI et al., 2011), antioxidante (GRASSI-ZAMPIERON et al.,
2009), reduz o colesterol (ESPINA et al., 2012) e ndo apresenta efeito citotoxico e
genotoxico em humanos (SABINI et al., 2013).
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As propriedades terapéuticas anti-inflamatoéria e no combate aos distdrbios
gastrointestinais podem ser devido a presenca de flavonoides, segundo Simdes et al.
(1988).

As propriedades aromaticas da macela também foram estudadas e Davies e
Villamil (2004) projetam grande potencial para a area da perfumaria.

O extrato aquoso dos ramos e o0 extrato alcodlico das inflorescéncias apresentam
atividade antiespasmddica, fato que pode justificar seu uso na cura de disturbios
gastrointestinais (SIMOES et al., 1984). Essa atividade farmacoldgica pode ser
atribuida, pelo menos em parte, a presenca de quercetina, segundo Simdes et al.
(1986).

Extratos aquosos das inflorescéncias apresentaram atividade genotoxica em
organismos procariéticos. Essa atividade pode estar relacionada com a presenca da
quercetina e do acido cafeico no extrato (FACHINETTO et al., 2007). A quercetina
também demonstrou acao anti-inflamatéria (SONAGLIO et al., 1986), no entanto,
maiores investigacdes necessitam ser realizadas a fim de desvendar qual o
sinergismo envolvido na atuacdo dos extratos em favor dos tratamentos
farmacolégicos. ANMAT (2014), por exemplo, ndo recomenda a administracdo da
infus&o para criangas menores de 5 anos.

O extrato etanodlico dos ramos e inflorescéncias foi capaz de promover a morte de
Trypanosoma cruzi (ROJAS DE ARIAS et al.,, 1995). A atividade antiviral dos
flavonoides da macela foi verificada contra a replicacdo de alguns virus (CHE, 1991;
AMOROS et al.,, 1993). Em outro estudo, o extrato etandlico das sementes de
macela apresentou eficiéncia no combate as bactérias Bacillus subtilis e
Staphylococcus aureus (MARTINS et al., 1988; UCHIMA et al., 1999). O extrato das
inflorescéncias apresentou atividade repelente (98,5%) contra insetos (DAL MAGRO
et al.,, 1998). Outras investigacdes reforcam o uso do extrato da macela como
propriedade inseticida (ROJAS DE ARIAS et al., 1995).

Registros etnofarmacoldgicos indicam diversas propriedades terapéuticas
atribuidas a decocgéo das inflorescéncias de A. satureioides, como, por exemplo,
eficaz no combate a alta pressao arterial e alto colesterol (KOCH, 2000), epilepsia,
colicas de origem nervosa, infec¢ado intestinal e para limpeza de feridas (PIRKER et
al., 2012), diarreia (BRANDELLI et al., 2009), como anti-inflamatéria e distarbios
gastrointestinais (SIMOES et al., 1988) e outros (BOLSON et al., 2015).
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Os indios Tobas (norte da Argentina) empregavam-na como emagrecedora
(PETENATTI et al., 2004). O mesmo uso é divulgado por ervateiros de Porto Alegre
(DICKEL et al., 2007). Diversos autores registraram alguns outros usos
etnofarmacoldgicos da macela, tais como: tratamento de problemas gastricos,
epilepsia e colicas de origem nervosa (ALMEIDA, 1993); analgésico,
antiespasmadico, disenteria e diarreia (ROCHA, et al., 1994; BOSCOLO & VALLE,
2008); reumatismo, nevralgia, menstruacdes dolorosas, dores articulares e
musculares (PANIZZA, 1998).

Na Argentina, a infusdo das inflorescéncias da macela ajuda na regulacédo do
ciclo menstrual e tratamento da asma (SAGGESE, 1959). No Uruguai, a infusdo das
inflorescéncias € utilizada para tratar problemas gastrointestinais, estomacais,
digestivos e também é aplicada como sedativa e antiespasméddica (GONZALES,
1993; VENDRUSCOLO et al., 2005). Zayachkivska et al. (2005) relacionam estes
efeitos farmacolégicos ao conteddo de flavonoides presentes em alta concentracéo
nas inflorescéncias da macela, principalmente. Os mesmos autores complementam
gue a forma de extracdo destes principios ativos pode influenciar na atividade
farmacoldgica.

Apesar de ndo ser comum na literatura trabalhos que tenham estudado as
atividades antibacterianas dos 6leos essenciais de macela assim como pode ser
observado para outras espécies medicinais (PRABUSEENIVASAN et al., 2006),
sabe-se que as industrias farmacéuticas tém buscado novas moléculas capazes de
inibir a proliferacdo ou a morte das bactérias, uma vez que elas possuem, dentre
outras capacidades, a de adquirir resisténcia aos antibioticos sintéticos (NAGAPPAN
et al., 2011).

Do Carmo et al. (2015) estudaram as atividades microbiol6gicas dos 6leos
essenciais de macela contra o parasita Trypanosoma evansi. Os autores
administraram via oral para ratos infectados durante cinco dias o 0leo essencial puro
e nanocapsulas contendo o 6leo essencial puro. Os autores concluiram que ambos
foram capazes de inibir a atuagdo do parasita, com destague para os tratamentos
com as nanocapsulas, mas nao elimina-lo completamente. A curiosidade é que
ambos os tratamentos foram capazes de diminuir consideravelmente os problemas
inflamatoérios e de anemia, geralmente recorrentes desse parasita. NO mesmo
trabalho, os autores identificaram a-pineno, 3-ocimeno e (B-cariofileno como maiores

acumulos nos 6leos obtidos na empresa Mundo dos Oleos S/A (Brasilia). Por outro
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lado, Sonaglio et al. (1992) ndo observaram atividades antibacteriana contra S.
aureus, E. coli e Candida albicans a partir de amostras de Oleo essencial
provenientes das inflorescéncias de macela.

Apesar das comprovacoes farmacoldgicas, da diversidade fitoquimica e da ampla
utilizacdo da macela pela populagéao, principalmente a do Rio Grande do Sul, ela
ainda ndo faz parte da lista de plantas medicinais de interesse do Sistema Unico de
Saude (SUS) (BRASIL, 2009).

A caréncia de informacdes cientificas sobre as etapas de cultivo de plantas
medicinais nativas (CORTES et al., 2007), contribui para obtencdo de produto
vegetal de ma qualidade (VEIGA JR., 2008), além de condicionar a coleta
indiscriminada (CARVALHO, 2003) e a consequente desorganizacdo do mercado de
plantas medicinais (FURLAN & GARCIA, 2013) conforme ja discutido anteriormente

(vide item 1 “Introducéo”).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Processo de selec&o de Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2

A cultivar de macela, nomeada de Achyrocline satureioides (Lam.) DC. cv.
CPQBA 2, esta registrada no Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento
(MAPA, 2015) sob o numero 22.975. Essa cultivar foi desenvolvida pelo Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biolégicas e Agricolas — Universidade de
Campinas (CPQBA-UNICAMP).

3.2 Identificagdo botanica de Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2

A exsicata de A. satureioides cv. CPQBA 2 esta depositada no Herbario CPQBA,

sob 0 nimero 1286.
3.3 Semeadura e repicagem de Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2

Sementes de macela foram obtidas de matrizes cultivadas no CPQBA e
semeadas em tubetes, preenchidos com substrato Carolina Soil®. Um més apés a
semeadura houve a necessidade de efetuar uma repicagem das mudas excedentes
devido, principalmente, ao tamanho pequeno das sementes.

Os tubetes foram devidamente acomodados em bandejas contendo 176 células e
dispostas nas bancadas em casa de vegetacdo entre o periodo de junho a
dezembro de 2014 (Figura 7). A irrigacdo foi efetuada automaticamente mediante
sistema de nebulizagdo com o objetivo de manter a umidade relativa do ambiente
entre 65 e 75% (MARQUES & BARROS, 2001).
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Figura 7 — Mudas de Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2 propagadas em tubetes
dispostos em casa de vegetacdo no Departamento de Agronomia (Horticultura),
FCA/UNESP, Botucatu - 2014.

3.4 Caracterizacdo da area experimental

O cultivo foi realizado na Fazenda Experimental de S&do Manuel (Botucatu),
pertencente a Faculdade de Ciéncias Agrondmicas (UNESP-FCA), -cujas
coordenadas geograficas sédo: 22° 46’ S de latitude, 48° 34’ W de longitude, e 740 m
de altitude. Cunha et al. (2005) analisaram o clima da regido entre o periodo de 1971
e 2005, -caracterizando-o como Cwa (Koppen), clima temperado quente
(mesotérmico) com chuvas no verao e seca no inverno, e temperatura meédia anual
de 22°C.

Dados de precipitagdo pluviométrica (mm) e temperaturas médias mensais (°C)
da regido centro-oeste de S&o Paulo foram obtidos no banco de dados do BDMEP
(Banco de Dados Meteoroldgicos para Ensino e Pesquisa) no periodo de dezembro
de 2014 a margo de 2016 (Figura 8).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Wladimir_K%C3%B6ppen
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Figura 8 — Temperatura meédia (°C) e precipitagdo média (mm) da regido de Sao Paulo,
Brasil, de dezembro de 2014 até margo de 2016. Fonte: Base de Dados Meteoroldgicos
para Educacéo e Pesquisa (BDMEP), 2016.
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O solo da area (Figura 9) foi classificado como nitossolo vermelho, segundo

critérios da Embrapa (2006).

Figura 9 - Area experimental localizada na Fazenda da UNESP, Sdo Manuel, S&o Paulo,

2014.

Foto: Daniel Garcia - 2014
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Amostras de solo foram coletadas, segundo metodologia descrita no Boletim 200
(2014) e enviadas ao Laborat6rio de Analises de Solo da Faculdade Cantareira (S&o

Paulo - SP) para obtencao dos resultados quimicos (Tabela 1).

Tabela 1 - Andlise quimica do solo da area experimental. UNESP, Campus de S&o
Manuel, Estado de Sdo Paulo, Brasil, 2014.

pH M.O Presina H+AI K Ca Mg SB CTC V%
CaCl, g/dm®  mgldm® e Mmol/dm>---mmmmee e
51 12 41 18 3,2 18 5 26 44 59

B Cu Fe Mn Zn

----------------------- Lo L —

0,3 0,8 19 8 2

pH-Potencial hidrogeniénico; M.O-Matéria Organica; P-Fosforo; H+AIl-Acidez
Potencial; K-Potassio; Ca- Célcio; Mg-Magnésio; SB — Soma de Bases; CTC-
Capacidade de Troca de Cétions; V%-Saturacdo em Bases.

Dentro das condigbes deste trabalho n&o houve a necessidade de efetuar
calagem, tendo em vista que a analise de solos demonstrou condicdes adequadas

para o cultivo de macela.

3.5 Composto organico

O composto organico utilizado no experimento foi proveniente da mistura de
restos culturais de diversas plantas medicinais da empresa Centroflora (Botucatu)
com esterco de curral fornecido pela UNESP (Medicina Veterinaria). Uma pilha do
composto organico foi disposta em ambiente protegido da chuva e revolvida a cada
20 dias para favorecer a correta decomposi¢cao do material.

Ao final de cada revolvimento foi efetuada irrigagdo abundante. Apds atingir o
ponto de bioestabilizacdo (KIEHL, 2005), ao redor de 3 meses, uma amostra do
composto organico foi enviada para o Laboratorio de Analises de Solo (UNESP) para

obtencao dos resultados quimicos (Tabela 2; Figura 10).
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Tabela 2 - Analise quimica do composto organico utilizado na adubacéo de plantio e
de cobertura. UNESP, Campus de Botucatu, Sdo Paulo, Brasil, 2014.

pH ues°’C M.O. C CIN N S Ca Mg K,O P,y0s5

ReCEEEEEEER ---*%% a0 natural----------=========mmmmme e

72 46 17 9 81 1,10 0,2 13 04 05 0,9
Mn Na Fe Zn Cu

348 421 6264 100 60

pH-Potencial hidrogenionico; M.O-Matéria Organica; C-Carbono; N-Nitrogénio; S-
Enxofre; P,0Os-Oxido de Fosforo; K,Os—Oxido de Potassio; Ca-Calcio; Mg-Magnésio.

*Teores totais

Figura 10 - Baias contendo adubo organico utilizado no experimento, FCA/UNESP
Botucatu - 2014.

o: Daniel Garcia - 2014

Pretozotti e Guarconi (2013) reforcam que o valor da relagcdo C/N abaixo de 20
indica que o processo de mineralizacdo ja esta estabilizado, podendo ser aplicado

sem o risco de danificar as plantas.
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3.6 Delineamento experimental e adubacé&o de cobertura

O uso de um esquema fatorial € importante quando se objetiva investigar as
possiveis interacdes entre os fatores. Segundo Wechesler (1998), o esquema fatorial
além de permitir investigar as interacfes entre os fatores, permite estimar a variancia
do erro experimental com maior precisdao, aumentando a poténcia dos testes
estatisticos. Aléem disso, sdo comuns esquemas fatoriais em experimentos
agrondémicos. Sendo assim, optou-se neste trabalho pela aplicacdo do delineamento
experimental de blocos casualizados em esquema fatorial 5x2 para avaliar o efeito
do fator niveis de adubo organico e do fator espacamento no cultivo de macela. Os
niveis de adubo organico foram: 0, 30, 60, 90 e 120 toneladas.ha™, e os niveis do
fator espacamento foram 50 e 100 cm, entre plantas e entre linhas (Figura 11) com
guatro repeticdes (Figura 12), contendo 12 plantas cada parcela.

Ainda, a fim de avaliar a variacdo dos teores de fendis totais e flavonoides
durante o periodo do experimento, procederam-se quatro coletas de amostras dos
ramos: 150 (inverno), 240 (primavera), 320 (verdo) e 457 (outono) DAT, sendo esta
tltima composta também por amostras das inflorescéncias.

Ao redor de cada parcela, foi plantada uma linha de macela (bordadura), ndo
considerada para coleta de dados. Para o célculo dos teores de adubo organico
incorporados em cada tratamento levou-se em consideracdo o peso seco do material
e 0 espacamento de cada parcela do experimento. Cento e vinte dias apds o
transplantio foi realizada uma adubacdo de cobertura com o mesmo composto
organico utilizado na adubacéo de plantio, porém, diluido em &gua, na proporcéo de

50% do valor total inicial referente a cada parcela.
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Figura 11 - Disposi¢cao de doze plantas uteis de Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2 em uma parcela, sendo trés fileiras de quatro

plantas no sentido longitudinal com espagcamentos de 50cm entre plantas e entre linhas (a); e parcelas com espacamentos de 100cm

entre plantas e entre linhas (b); Fazenda da UNESP, Sdo Manuel, SP, 2014.
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Figura 12 - Croqui da area experimental do cultivo de Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2, Fazenda da UNESP, Sao Manuel, SP, 2014.
A = Adubacdo 1 (0 t ha'), Adubacdo 2 (30 t ha™), Adubacdo 3 (60 t ha™), Adubacéo 4 (90 t ha™), Adubacéo 5 (120 t ha); E =

Espacamento 1 (50 cm), Espacamento 2 (100 cm); R = Repeticdo; X = Bordadura.
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3.7 Instalacdo e conducgéo do experimento

As mudas foram transplantadas para a area experimental em 19 de dezembro de
2014, com altura média de 30 cm. O processo de transplantio ocorreu no periodo
vespertino, momento em que a temperatura local estava amena, evitando, dessa
forma, grande perda de agua da planta para o meio ambiente (TAIZ & ZEIGER,
2009).

As parcelas foram irrigadas por sistema de gotejamento em dias secos para
evitar a extingcdo dos ramos apicais causada pelo estresse hidrico, principalmente
nos primeiros meses apos o transplantio, conforme relatado por Retta et al. (2012).
No inicio da época das aguas (de setembro de 2015 a marco de 2016), a irrigacao
foi suspensa devido a robustez da espécie ja estabelecida no campo experimental e
devido aos altos indices pluviomeétricos registrados na regiéo.

A manutencdo da area experimental ocorreu varias vezes durante o periodo do
experimento para a retirada das plantas concorrentes, como, por exemplo, capins-
braquiarias e tiriricas. O material vegetal resultante da capina foi deixado sobre o
solo em todas as ocasides em que este procedimento foi acionado a fim de
promover a incorporacao dos nutrientes para solo e manter a cobertura como forma

de protecéo do solo.

3.8 Coleta de dados de altura das plantas

Observou-se que nos primeiros meses ap0s o transplantio, as mudas acamaram
por conta dos fortes ventos que atingiram a regido. Depois de observado
consideravel crescimento das plantas (cm), a altura foi registrada a cada 30 dias de
junho de 2015 (180 DAT) até marco de 2016. Esta variavel foi registrada com o uso

de uma trena, determinando a distancia entre a base e o ponto mais alto da planta.
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3.9 Coleta e processamento das amostras para analise de fendis

totais e flavonoides

Foram realizadas 4 coletas dos ramos e uma das inflorescéncias conforme citado
no item 3.6 “Delineamento experimental e adubagédo de cobertura”, sendo a ultima
também composta pelas inflorescéncias. Vale lembrar que essas amostras foram
coletadas em quatro diferentes idades para investigar a variacdo dos teores de
flavonoides e fendis totais durante o cultivo. Todas as amostras foram coletadas
entre 7:00 e 9:00 horas da manh&, com o auxilio de uma tesoura de poda. A coleta
das inflorescéncias foi realizada com as méos, destacando as inflorescéncias dos
pedunculos.

As amostras foram colocadas em sacos de papel do tipo kraft e desidratadas em
estufa de circulagdo forcada de ar quente controlado a 40°C, até atingirem peso
constante. Em seguida, as amostras foram encaminhadas para o processo de
trituracdo no laboratério do Centro de Is6topos Estaveis Ambientais, do Instituto de
Biociéncias da Unesp, campus de Botucatu.

Todas as amostras foram trituradas separadamente em moinho criogénico Spex
Sample Prep, modelo Geno/Grinder 2010, a temperatura de -196°C.

Cada amostra foi colocada em frasco de policarbonato juntamente com duas
esferas de aco inoxidavel (modelo 440, sem Gleo ou graxa), e devidamente fechado
e imerso em nitrogénio liquido durante 2 minutos para o congelamento das amostras.

Posteriormente, 20 amostras de cada vez foram colocadas no aparelho e moidas
por um periodo de 5 minutos, com rotacdo de 920 rpm em alta frequéncia, para
obtencdo de material homogéneo, com aspecto de talco (LICATTI, 1997; DUCATTI,
1999). Apds esse processo, as amostras foram colocadas em eppendorfs e
armazenadas em local com auséncia de luz.

As amostras foram enviadas para o Laboratorio de Fitoquimica (departamento de

Quimica e Bioquimica), do Instituto de Biociéncias (IBB) da UNESP.
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3.10 Colheita, secagem e armazenamento

Dados da literatura cientifica sugerem a colheita das inflorescéncias da macela
entre o verdo e o outono (ALMEIDA, 1993; SARTORIO et al., 2000). No presente
estudo, a colheita foi realizada aos 457 DAT (Marco de 2016), momento em que
todas as plantas apresentavam inflorescéncias. Além disso, apesar da crenga sobre
o horario da colheita, decidiu-se no presente trabalho efetuar a colheita no periodo
matutino.

A colheita foi dividida em trés etapas. A primeira foi a colheita total das
inflorescéncias, na segunda etapa ocorreu a colheita parcial dos ramos e a terceira
etapa foi constituida pela colheita do restante dos ramos. A primeira e a segunda
etapa ocorreram no mesmo dia (457 DAT), sendo esse material, ap0s a secagem,
destinado para extracdo de Oleo e para andlises de atividade antibacteriana,
flavonoides, polifendis e fendis totais. A terceira etapa ocorreu durante a semana
subsequente, e o0 seu conteludo utilizado apenas para calcular a quantidade total de
biomassa.

As colheitas divididas em trés etapas possibilitaram a secagem de todas as
amostras de forma organizada. Destaca-se que a colheita dos ramos durante a
segunda etapa ocorreu de forma aleatéria dentro de cada parcela, com o auxilio de
uma tesoura de poda, na tentativa de homogeneizar o maximo possivel o material
suficiente para a extracdo de 6leo e demais analises.

Na terceira etapa da colheita fez-se uso de uma serra aplicando como altura de
corte padronizada em 70 cm acima do solo, possibilitando dessa forma coletar todos
0S ramos nos quais ainda haviam folhas.

As partes vegetais colhidas foram colocadas em sacos de papel do tipo kraft
antes da secagem. Todas as amostras foram desidratas em estufas de circulacao
forcada de ar com temperatura controlada a 40°C até atingirem peso constante
(BRASIL, 2006). Apbés a secagem procedeu-se o calculo de biomassa seca das
inflorescéncias e dos ramos.

O armazenamento das amostras foi realizado com o uso de sacos com dupla
camada de papel do tipo Kraft, para evitar a exposicdo a luz, e uma camada interna

de polietileno atoxico para evitar a reidratacdo do material vegetal (BRASIL, 2006).
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3.11 Extracdo e analise fitoquimica dos 6leos essenciais

3.11.1 Extracao e calculo do teor (%) de Oleo essencial (%)

Os Oleos essenciais dos ramos e das inflorescéncias foram obtidos
separadamente por hidrodestilagdo, em aparato do tipo Clevenger (CRAVEIRO et al.,
1981), fazendo-se uso de 90 g de biomassa desidratada submersas em agua
deionizada contida em baldo volumétrico de fundo redondo (2L) em manta com
aquecimento de 80°C (Figura 13).

Figura 13 - Clevengers contendo inflorescéncias de Achyrocline satureioides cv. CPQBA
2 no processo de extracdo de 6leo essencial, Laboratorio de Plantas Medicinais,
Departamento de Agronomia (Horticultura), FCA/UNESP, Botucatu — 2016.

Eqys p
M: Daniel Garcia - 2016

Apés duas horas de hidrodestilacdo, contados a partir da condensacao, o 6leo
essencial foi coletado com o auxilio de uma pipeta de Pasteur e armazenado em
eppendorfs devidamente identificados. Em seguida, foi realizado o calculo do teor de
6leo seguindo a férmula:
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Teor (%) = Peso de 6leo obtido (g) x 100
9049

Os frascos contendo 6leo foram protegidos com auxilio de papel aluminio, a fim
de evitar a fotodegradacdo das substancias contidas no 6leo. Em seguida todas as
amostras foram acondicionadas em freezers do Laboratorio de Plantas Medicinais
da Faculdade de Ciéncias Agronémicas (UNESP-Botucatu).

O dleo essencial resultante das extracdes foi enviado ao Laboratério da Escola
de Agricultura e Biologia Universidade de Xangai Jiao Tong (China). Todas as
amostras de material vegetal enviados para fora do pais foram acompanhadas de
um formulario disponibilizado no site do Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnolégico (CNP’q), e que autoriza o transporte de amostra de
componente do patrimdnio genético, exclusivo para amostras usadas em projetos de
pesquisa sem potencial de uso econdmico e que nao requeira depdsito definitivo da

amostra ou parte da mesma na instituicdo onde foi realizada a pesquisa (anexo 1).

3.11.2 Anadlise fitoquimica dos 6leos essenciais

As andlises fitoquimicas dos 6leos essenciais foram realizadas no Laboratério da
Escola de Agricultura e Biologia da Universidade de Xangai Jiao Tong, China, em
parceria com a Profa. Dra. Dafeng Huang e Profa. Dra Yani Wu.

Volume de 15 pl do éleo essencial foram solubilizados em 1 mL da mistura de
etanol e hexano (1:1 v/v, Anpel China, grau cromatografico). A analise foi realizada
em cromatografo a gas 7890A acoplado com um espectrémetro de massa 5975C
(Agilent Inc., CA, EUA). Utilizou-se uma coluna capilar DB-5ms (30 m x 0,25 mm x
0,25 pm) da Agilent para separar as substancias. A entrada do injetor foi aquecida a
270°C e as injegdes (1 pL) foram realizadas com uma razdo de divisdo de 5:1.
Utilizou-se gas hélio (pureza>99,999%) como gas transportador a um fluxo
constante de 1 mLmin™. A temperatura da coluna foi mantida a 50°C durante 3 min,
depois aumentada para 190°C a 3°C min™” e depois para 290°C a 20°C min™t. O
tempo total de execucéo foi de 55 min para cada amostra. As temperaturas da linha
de transferéncia, da fonte de ions e do quadruplo, foram mantidas a 280, 230 e

150°C, respectivamente. As ionizacdes por impacto de elétrons foram registrados



57

com uma energia de ionizagdo de 70 eV e tensdo EM de 2200V. Os espectros de
massa foram examinados de 33 a 500 amu no cromatograma de ions totais (CIT)
para identificar as substancias nas misturas e amostras padrdo. O software MSD
ChemsStation (versdo E.02.02.1431) foi utilizado para analisar os dados. As
substancias foram identificadas por meio da comparacdo de espectros de massa
(modo SCAN), com os dados de base NIST 11. Quando ndo estava disponivel
referéncia, a identificacdo foi realizada comparando os indices de retencdo e os

espectros de massa no Adams (2007).

3.12 Extracdo e andlise de flavonoides, polifendis, fendis totais e

atividade antibacteriana

As extracOes e andlises dos flavonoides, polifendis e fendis totais das amostras
dos ramos e das inflorescéncias foram realizadas no Laboratério de Fitoquimica
(departamento de Quimica e Bioquimica), do Instituto de Biociéncias (IBB) da
UNESP, em parceria com a Profa. Dra. Giuseppina Pace Pereira Lima e sua equipe.

Para as andlises de flavonoides e fendis totais foram feitas quatro coletas. A
tltima ndo s6 dos ramos, mas também das inflorescéncias, onde em seguida foram
desidratadas e trituradas em moinho até nivel de pd (LICATTI, 1997; DUCATTI,
1999).

As andlises de atividades antibacterianas de amostras do O6leo das
inflorescéncias foram realizadas em parceria com o prof. Dr. Ary Fernandes Junior
(Instituto de Biociéncias de Botucatu) e sua equipe no Departamento de
Microbiologia e Imunologia (UNESP).

3.12.1 Flavonoides

A determinacéo dos flavonoides dos ramos e das inflorescéncias foi realizada em
triplicata de acordo com o método espectrofotométrico adaptado de Dos Santos e
Blatt (1998). A extracéo foi realizada de acordo com o método de Awad et al. (2000),
segundo adaptacdes de Popova et al. (2004). Em triplicatas contendo 30mg de cada
amostra foram adicionados 4 mL de metanol acidificado a 10% em tubos de

centrifuga. As amostras foram levadas para banho ultrassénico durante 30 minutos,
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e apos esse periodo, foi adicionado ao contetdo, 1 mL cloreto de aluminio a 5%. As
amostras ficaram acondicionadas em ambiente livre de luz por 30 minutos. Em
seguida, foram centrifugadas por 5 minutos a 6000 x g. As leituras foram realizadas
a 425 nm e os resultados expressos em “ug” equivalente de quercetina por “g™" de

massa seca.
3.12.2 Fenois totais

A determinacéo espectrofotométrica dos fendis totais foi realizada de acordo com
metodologia descrita por Singleton e Rossi Jr. (1965) utilizando-se o reagente de
Folin-Ciocalteu. A curva de calibracdo foi obtida fazendo-se uso de trés diluicdes de
acido galico (0-30 mg.L™). As amostras de ramos e inflorescéncias de macela na
forma de p6 (20 mg) foram submetidas ao mesmo procedimento. As mensuracdes
das absorbancias em funcéo da concentracao foram feitas em espectrofotometro UV
(BEL-2000) a 765 nm, em triplicata. A equacdo da curva de calibracdo foi obtida
através de regressao linear da absorbancia/concentracdo de equivalentes de acido
galico. Os resultados foram expressos em “mg" de equivalente de acido galico por

100 g de massa seca.
3.12.3 Polifendis (UPLC)

As amostras foram extraidas a partir de 30 mg de ramos de macela e 10 mg de
inflorescéncias, separadamente. Foram adicionados 4 mL de metanol (grau HPLC)
acidificado a 10% em tubo de centrifuga contendo as amostras e levadas para
banho ultrassénico durante 30 minutos, sendo por Uultimo acondicionadas em
ambiente livre de luz por 30 minutos. ApOs essa etapa, as amostras foram
centrifugadas a 6000 rpm, por 30 minutos a 4°C (Millipore 0,22 um filter) e filtradas,
seguindo o método adaptado de Escarpa e Gonzalez (1999). Volume de 20 pL da
amostra foi injetado no sistema Thermo Scientific Dionex UltiMate 3000 (MA, USA),
acoplado a uma bomba quaternaria, um amostrador automatico Ultimate 3000RS e
um detector de diodos (DAD - 3000RS).

Os polifendis foram separados em uma coluna C18 (4,6 x 250 mm; 5 um) a 25°C.
A taxa de fluxo foi de 0,8 mL min™ e a fase movel utilizada foi de &cido fosférico

0,85% (solvente A) e acetonitrila (solvente B). O sistema foi operado com o seguinte
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programa de gradiente de elui¢do: 0-2 min, 0% B; 2-3 min, 7% B; 3-5 min, 9% B; 5-7
min, 10% B; 7-8,5 min, 12% B; 8,5-10,5 min, 13% B; 10,5-11min, 14% B; 11-12,5
min, 15% B; 12,5-13 min, 20% B; 13-14 min, 21% B; 14-15 min, 23% B, 15-17 min,
25% B; 17-19min, 30% B; 19-22 min, 45% B; 22-23 min, 65% B; 23-24 min, 75% B;
24-24.5 min, 30% B e 24,5-26 min 100% A.

Os polifendis foram quantificados pela determinacdo das areas de pico sob a
curva no UPLC calibrado contra as quantidades conhecidas de padres comerciais
de acido cafeico (320 nm), acido trans-ferdlico (320 nm), quercetina (360 nm),
luteolina (360 nm), rutina (360 nm) e 3-O-metilquercetina (360 nm), por meio do
software Dionex Chromeleon. Software MSD ChemStation (versédo E.02.02.1431) foi

usado para analisar dados totais.

3.12.4 Atividade antibacteriana

Para a analise de atividade antibacteriana foram utilizadas amostras dos 6leos
essenciais extraidos das inflorescéncias de macela. Testes de Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) foram realizados através da metodologia da microdiluicdo de
2,4 to 5000 pg mL™, (Resazurin Microtiter Assays - REMA). O 6leo essencial das
inflorescéncias foi testado sobre duas linhagens bacterianas, sendo uma Gram-
positiva (Staphylococcus aureus resistentes a meticilina - MRSA — ATCC 33591) e
uma Gram-negativa (Escherichia coli ATCC 43895). As linhagens foram cultivadas
em meio Brain Heart Infusion (37°C/24 horas) e, apos padronizacédo na escala 0,5 de
MacFarland (105 Unidades Formadoras de Colbnias (UFC)/mL) foram inoculadas
nas placas de diluicdo de 96 pocos contendo meio de cultura Muller Hinton, junto do
volume de 6leo relativo a cada concentracdo a ser testada. No controle foi
adicionado ciprofloxacina (1000 ug mL™). As placas foram incubadas a 37°C por 24
horas. A verificacdo de crescimento bacteriano foi realizada com a adi¢gao de 50 pL

de resazurina (0,01%).



60

3.13 Analises estatisticas

Os dados das anadlises foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste t Student (p<0,05). No caso das idades foi realizada uma
analise conjunta para analisar a significancia dos dados de flavonoides e fendis
totais entre os trés fatores: teores de adubo, espacamentos e as 4 idades. Nos
casos de significancia para o fator adubacéo, foi realizada andlise de regresséo
polinomial de 2°, a fim de facilitar a visualizacdo dos resultados.

Chew (1976) recomenda que para fatores quantitativos, quando ndo ha interacéo
significativa entre os fatores analisados, como o0s teores de adubo e o0s
espacamentos no presente estudo, a andlise de regressdo é a técnica mais
apropriada para o pesquisador inferir sobre os resultados do desdobramento.
Rumsey (2009) explica que em experimentos fatoriais, quando ha diferenca
estatistica significativa entre grupos ou entre tratamentos, deve-se obrigatoriamente
inferir que essas diferencas ndo séo atribuidas ao acaso (ou ao erro, ou aos fatores

nao controlados), mas sim aos efeitos de alguns dos tratamentos testados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Vale destacar a escassez de dados agronémicos e fitoquimicos disponiveis na
literatura cientifica sobre macela, que de certa forma limitou as comparagcdes entre
0s resultados obtidos no presente estudo, também foi detectada por outros
pesquisadores (RETTA et al., 2012; CARINI et al., 2014; VIEIRA et al., 2015).

4.1 Altura de Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2

Iniciou-se o processo de mensuragdo da altura da macela desde o inicio do
cultivo. No entanto, por conta da acamacao, decorrente dos fortes ventos na regido
foi detectado baixo crescimento até 186 DAT. Sendo assim, optou-se por incluir
neste trabalho apenas os dados do momento em que de fato observou-se
crescimento significativo. Segundo Retta, et al. (2012), este periodo pode ser
explicado devido ao momento de aclimatacédo da macela.

A figura 14 demonstra o crescimento quadratico da altura das plantas de 186
DAT até 440 DAT. O tratamento 30 t ha™* (R2=0,9466) se destacou com maior altura
final (110,89 cm).
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Figura 14 - Altura das plantas (cm) dias apds o transplantio (DAT), cultivadas sob cinco doses de adubo organico e dois

espacamentos, Botucatu, Sdo Paulo. UNESP, 2014 - 2016.
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A andlise de variancia da altura final ndo indicou efeito significativo para interacao

entre os dois fatores analisados (Tabela 3).

Tabela 3 - Quadro de andlise de variancia em experimento fatorial da altura final de
Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2, Botucatu, S&o Paulo. UNESP - 2017.

FV GL SQ QM F

Fator 1 (adubacéao) 4 4713.42142 1178.35536 2.6027ns
Fator 2 (espagamento) 1 1845.87738 1845.87738 4.0771ns
Interagcéo F1 x F2 4 2318.30271 579.57568  1.2801ns
9
3

Tratamentos 8877.60151 986.40017 2.1787ns
Blocos 1094.20863 364.73621  0.8056ns
Residuo 27 12224.02004 452.74148

Total 39 22195.83018

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05)
ns nao significativo (p >= .05)

No entanto, apesar do quadro de analises nao indicar efeito significativo a tabela
4 apresenta resultados da influéncia de cada fator sobre a altura final das plantas
analisados separadamente. Pode-se observar que houve destaque, apesar do R?
demonstrar valor de confiabilidade moderada (R2= 0,51), apenas para o fator
adubacao, sendo 110,89 cm (30 t ha™) a média final que se destacou (Figura 15).

A altura maxima atingida foi de 188 c¢m no tratamento 30 t ha™ (0,50 cm).



64

Tabela 4 - Alturas finais das plantas de Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2,
Botucatu, Sao Paulo. UNESP - 2017.

Adubacéo Altura

t hat cm Espacamento Altura
0 89,92 ab cm
30 110,89 a 50 100,36 a
60 88,97 b 100 86,78 a
90 99,36 ab DMS 13,79
120 78,70 b

DMS 21,80

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste t ao
nivel de 5% de probabilidade.

Figura 15 - Alturas finais das plantas de Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2

submetidas a regresséo polinomial de 2° grau, Botucatu, Sdo Paulo. UNESP - 2017.
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Ajalla et al. (2009) estudaram a produtividade da macela (A. satureioides) em
cultivo solteiro e consorciado com tansagem (Plantago major). As colheitas foram
realizadas em trés idades: 180, 210 e 225 DAT. Os autores ndo detectaram
diferencas estatisticas entre os tratamentos em relacédo a altura média das plantas
de macela em cultivo solteiro, sendo 68 cm a maior altura detectada. Ja Vieira et al.

(2001), ao estudarem o crescimento e o desenvolvimento de macela em funcéo de
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trés espacamentos (40; 50; e 60 cm) e dois arranjos (duas e trés fileiras), detectaram
altura na colheita (240 DAT) de 151 cm no tratamento 40 cm e 178 cm no tratamento
50 cm.

Mota et al. (2011b) testaram a produtividade do cultivo solteiro e consorciado de
alface (Lactuca sativa L.) e macela (A. satureioides). Os autores ndo detectaram
diferenca estatistica significativa para altura das plantas de macela entre os
espacamentos testados em cultivo solteiro entre plantas e linhas: 35 cm (120 cm) e
50 cm (112 cm).

Atingir maiores produtividades e aproveitar melhor os nutrientes do solo em
espacamento adequado entre plantas sdo alguns dos objetivos dos -cultivos
agricolas planejados. No entanto, cultivos adensados podem promover condi¢cdes de
maior umidade, sombreamento e temperaturas mais amenas, 0 que torna o
ambiente altamente favoravel para o surgimento de problemas fitossanitarios como a
ferrugem, além de culminar em maior competicdo entre plantas vizinhas por
nutrientes, agua e luz (BRASIL, 2006).

Para algumas espécies medicinais, como a Plantago major, a altura das plantas é
de grande importancia visto que no processo de colheita, a qual é feita manualmente,
as maiores alturas podem facilitar a colheita e, consequentemente proporcionar
maior rendimento de biomassa (MOTA et al., 2008). Além disso, Chen et al. (2015)
lembra que a complexidade envolvida nos estudos de densidades vai além dos
fatores ambientais e agronébmicos, mas também deve-se levar em consideracdo a

genética das espécies avaliadas.

4.2 Biomassa seca das inflorescéncias de Achyrocline satureioides cv.
CPQBA 2

A colheita das inflorescéncias ocorreu 457 DAT (Figura 16).
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Figura 16 — Plantas de Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2 no estaddio de

desenvolvimento, Fazenda Experimental da UNESP (FCA), Sdo Manuel - 2016.

N&o houve diferenca estatistica significativa na interacdo entre os fatores

estudados para biomassa das inflorescéncias e nem para o fator adubacéo (Tabela

5). No entanto, a mesma tabela 5 e a tabela 6 demonstram que houve diferenca

estatistica para o menor espacamento (1267,33 kg ha™) quando esse fator foi

analisado independentemente da interagao.

Tabela 5 - Andlise de variancia da biomassa seca das inflorescéncias de Achyrocline

satureioides cv. CPQBA 2, Botucatu, Sdo Paulo. UNESP - 2017.

FV GL SQ QM F
Fator 1 (adubacéo) 4 195189.31990 48797.32998 0.2208 ns
Fator 2 (espacamento) 1 2596334.77749 2596334.77749 11.7482 **
Interacdo F1 x F2 4 231292.48539 57823.12135 0.2616 ns
Tratamentos 9 3022816.58278 335868.50920 1.5198 ns
Blocos 3 246463.07598 123231.53799 0.5576 ns
Residuo 27 3977962.61460 220997.92303
Total 39 7247242.27336

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nao significativo (p >= .05)
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Tabela 6 - Biomassa das inflorescéncias de Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2,
Botucatu, Sao Paulo. UNESP - 2017.

Adubacéo Biomassa

t ha™ Kg ha™
Espacamento Biomassa
0 937,414 pa¢ !
cm Kg ha™
30 1.092,01 a
50 1.267,33 a
60 876,10 a
100 678,96 b
90 1.041,79 a
DMS 360,48
120 918,42 a
CV (% 22,85
DMS 569,97 o)
CV (%) 22,85

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o
Teste t ao nivel de 5% de probabilidade

Uma das hipéteses deste trabalho para o fator espacamento ter apresentado
diferenca significativa € que em um espacamento mais amplo, a planta tende a
tornar-se mais prostrada, o que € caracteristico, neste caso, da macela (RETTA et
al.,, 2012). Na medida em que se aumenta a densidade de plantas no campo,
naturalmente existe a tendéncia no desenvolvimento vertical por causa da
competicao por luz, principalmente (GOBBO-NETO & LOPES, 2007; MMA, 2011).

Segundo Reis et al. (2007), a macela é uma espécie bem adaptada as condicdes
de solos pobres em nutrientes e, como planta rustica, todas as condi¢des de nutricao
e irrigacao que Ihe forem fornecidas poderé&o resultar em maior produgéo.

Os resultados obtidos neste estudo estdo de acordo com os resultados
encontrados por outros autores que trabalharam com espécies medicinais, onde
relataram que menores espagcamentos produziram maiores quantidades de
biomassa seca [MARCO et al.,, 2006 (Cymbopogon winterianus); WANDERER &
BARROS, 2007 (Melissa officinalis); BLANK et al., 2007 (Cymbopogon citratus);
CASTOLDI et al., 2009 (Glycine max); FAVORITO et al., 2011 (Ocimum basilicum)].

Por outro lado, Ajalla et al. (2009) ndo encontraram diferencas estatisticas
significativas na producdo de biomassa de macela sob dois espacamentos (0,25 x
0,25 e 0,4 x 0,4 m). Em outro trabalho, a biomassa seca das inflorescéncias nos
tratamentos com distancia entre plantas e linhas de 1,0 x 1,0 m foi de 336 a 570 kg
ha, respectivamente (MAGALHAES, 2000). Davies (1999) estudou a producdo de
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macela no Uruguai em duas densidades (0,30 x 0,30 e 0,45 x 0,45 m) e obteve o
teor de biomassa seca das inflorescéncias variando de 1218 a 920 kg ha™ no
primeiro ano e, 540 a 897 kg ha™ no segundo ano.

Vieira et al. (2015) investigaram a biomassa seca das inflorescéncias de macela
em resposta a quatro niveis de P,Os (0, 100, 200 e 300 kg ha™) e dois niveis de
cama de frangos de corte (0 e 10 t ha™ ). O rendimento méaximo de biomassa seca
das inflorescéncias aos 223 DAT foi maior em relacdo ao presente estudo e os
demais resultados disponiveis na literatura. Os autores encontraram 2,38 t ha™ de
biomassa seca das inflorescéncias desidratada na associacdo entre a cama de
frangos de corte (10 t ha™) e o superfosfato triplo (300 kg ha™). Neste estudo, os
autores reforcam a importancia do elemento quimico fésforo na adubacao, além dos
beneficios da adubacdo organica no desenvolvimento do sistema radicular,
aumentando assim a absorcdo de agua e nutrientes e, consequentemente, a
gualidade e o rendimento dos produtos colhidos.

Valadares et al. (2010) estudaram adubacéo organica (esterco bovino curtido) em
trés doses (3, 6 e 9 kg m™) mais o controle (0 kg m™) para a producado de capitulos
florais de caléndula (Calendula officinalis). Os autores observaram aumento linear de
biomassa de capitulos florais em funcao das doses crescentes de adubacéo. Oliveira
e Innecco (2015) testaram doses de adubacdo organica (0; 2; 4 e 8 t ha™) e trés
espacamentos (1,0 x 1,0, 1,0 x 0,50 e 0,50 x 0,50 m) em cultivo de jambu (Acmella
oleracea) e observaram que 0 menor espacamento e dose de 40 t ha™ de adubo
organico foram capazes de atingir niveis adequados de producao de capitulos florais,
parte comercial da planta.

Munarin et al. (2010) investigaram a producéo de biomassa desidratada de folhas
de bardana (Arctium lappa) em funcdo de diferentes espacamentos. Os autores
observaram que no menor espagamento (40 cm) houve maior acimulo de biomassa,
sendo que o maior espacamento (70 cm) induziu a reducéo na producéo. No entanto,
Larcher (2000) recomenda que a alta densidade do plantio possa favorecer a
produtividade de diversas espécies vegetais, desde que ndo afete a producéo e a
particdo de metabdlitos.

Do ponto de vista econdmico, percebe-se que as inflorescéncias de macela
desidratadas sdo altamente valorizadas no mercado assim como mostra na tabela 7,

o valor de compra das inflorescéncias de macela em quatro empresas brasileiras.



69

Tabela 7 - Valores de compra no mercado brasileiro das inflorescéncias desidratadas

de macela.
Empresa Valor cobrado
Beleza da terra* R$ 78,00/Kg
Chamel R$ 103,50/Kg
Semente Rara R$ 400,00/Kg
Kampo de Ervas R$ 456,66/Kg

*inflorescéncias de macela em forma de pé

Estes dados podem ser considerados de grande interesse para produtores
interessados em produzir macela. Essa base de valores extrapolada para a
producédo obtida no presente estudo poderia gerar um lucro visivel para o produtor

gue porventura opte pelo processamento do material na propriedade.
4.3 Biomassa seca dos ramos de Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2
N&o foi observada diferenca estatistica significativa na interacao entre os fatores

agronbmicos estudados para esta variavel (Tabela 8). No entanto, observa-se

diferenca estatistica significativa para o fator espacamento.
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Tabela 8 - Andlise de variancia da biomassa seca dos ramos de Achyrocline
satureioides cv. CPQBA 2, Botucatu, Sdo Paulo. UNESP - 2017.

FV GL SQ QM F

Fator 1 (adubacao) 4 188683944.9117 47170986.2279 0.9207 ns
Fator 2 (espagcamento) 1 343571463.2017 343571463.202 6.7061*
Interagéo F1 x F2 4 208861678.2825 52215419.5706 1.0192 ns
9
3

Tratamentos 741117086.3959 82346342.9329 1.6073 ns
Blocos 29497430.03130 14748715.0157 0.2879 ns
Residuo 27 922191319.7653 51232851.0981

Total 39 1692805836.192

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns n&o significativo (p >= .05)

A tabela 9 apresenta os resultados significativos quando o fator adubacé&o foi
estudado separadamente do fator espacamento. Também houve diferenca para o

fator espacamento quando analisado separadamente do fator adubacéo.

Tabela 9 - Biomassa seca dos ramos de Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2,
Botucatu, Sdo Paulo. UNESP - 2017.

Adubacéo Biomassa
t ha™ Kg ha™
0 11.445,65 ab Espacamento Biomassa

30 15.656,19 a cm Kg ha™
60 8.438,28 b 50 14.437,25 a
90 9.397,14 ab 100 7.668,97 b
120 10.328,29 ab DMS 4.335,51
DMS 6.855,45

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o
Teste t ao nivel de 5% de probabilidade.

Pode-se observar na figura 17 que apesar do baixo valor de confiabilidade (R?=
0,2353) houve destaque para o tratamento 30 t ha™ (15.656,19 kg ha™). Além disso,

observa-se que a meédia do menor espacamento apresentou quase o dobro de



71

biomassa dos ramos (14.437,25 kg ha™) sendo significativo em relacdo ao maior
espacamento avaliado (7.668,97 kg ha™).

Figura 17 — Biomassa seca dos ramos (Kg ha™) de Achyrocline satureioides cv. CPQBA
2 submetida a andlise de regressédo polinomial de 2°, Botucatu, Sdo Paulo. UNESP -
2017.
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Devido a escassez de dados cientificos sobre a produtividade de biomassa de
ramos da macela, ndo foi possivel fazer maiores comparacdes entre os resultados
obtidos no presente estudo com os disponiveis na literatura.

Ajjala et al. (2009) encontraram 8,67 t ha™* (180 DAT); 7,94 t ha™ (210 DAT); e
6,49 t ha™ (225 DAT) de biomassa de ramos desidratados de macela. Vieira et al.
(2015) encontraram respostas diferente de biomassa seca dos ramos em relagéo ao
presente estudo, onde aos 195 DAT os autores obtiveram 24,5 t ha™ e na segunda
colheita, aos 223 DAT, colheram 30,31 t ha™ com o uso de 300 kg ha* P,Os. No
mesmo trabalho, os autores efetuaram o corte rente ao solo, podendo ser esse um
dos motivos pelos quais tenham colhido valores maiores em relagcdo ao presente
estudo.

No presente estudo, acreditou-se ndo ser valida efetuar a colheita da macela
rente ao solo devido a escassez de evidéncias cientificas que justifiguem a colheita

dessa parte vegetal, podendo neste caso, até ser desvantajoso para o produtor rural
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por conta do peso e transporte desse material para secagem, além da falta de
mercado para esse produto e contaminagdo do material com terra e outras sujidades.

4.4 Teor de Oleo essencial das inflorescéncias 457 DAT de Achyrocline
satureioides cv. CPQBA 2

Apesar do quadro de analises (Tabela 10) ndo demonstrar valores significativos
entre os tratamentos, percebe-se na tabela 11 que a macela ndo é exigente a altos
niveis de adubo organico para acumular teores significativos de éleo essencial nas
inflorescéncias (0,29%). Este resultado é de interesse para produtores rurais ja que
nao ha necessidade de efetuar adubacao em niveis elevados. No entanto, o valor de
confiabilidade do resultado é considerado baixo (R2=0,23) conforme mostra a figura
18.

Tabela 10 - Analise de variancia do teor de 6leo essencial das inflorescéncias de
Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2, Botucatu, S&o Paulo. UNESP - 2017.

FV GL SQ QM F

Fator 1 (adubacéo) 4 0.01702 0.00425 1.6056 ns
Fator 2 (espacamento) 1 0.00139 0.00139 0.5237 ns
Interacao F1 x F2 4 0.00448 0.00112 0.4226 ns
Tratamentos 9 0.02288 0.00254 0.9596 ns
Blocos 3 0.00814 0.00271 1.0244 ns
Residuo 27 0.07153 0.00265

Total 39 0.10256

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nao significativo (p >= .05)
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Tabela 11 - Teor (%) de Oleo essencial extraido das inflorescéncias 457 DAT de
Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2, Botucatu, S&o Paulo. UNESP - 2017.

Adubacéo Teor
- Espacamento Teor
t ha %
cm %
0 0,2935 a
50 0,2611 a
30 0,2366 b
100 0,2679 a
60 0,2602 ab
DMS 0,033
90 0,2753 ab
120 0,2444 ab
DMS 0,052

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o
Teste t ao nivel de 5% de probabilidade.

Figura 18 — Teores (%) de 6leo essencial extraido das inflorescéncias de Achyrocline

satureioides cv. CPQBA 2, submetidos a analise de regressao polinomial de 2°,
Botucatu, Sdo Paulo. UNESP - 2017.
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Produtores interessados no 6leo da macela proveniente das inflorescéncias
podem adensar o cultivo aos niveis de 50 cm entre plantas e entre linhas, visto que
ndo houve diferenca estatistica entre o0s

separadamente do fator adubacéo.

tratamentos quando analisados
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Diversos trabalhos que estudaram os mesmos fatores para outras espécies
vegetais também relatam que menores espacamentos sdo capazes de induzir
maiores teores de Oleos essencias, tais como: M. officinalis L (WANDERER &
BARROS, 2007); G. max L (CASTOLDI et al., 2009) e O. basilicum L (FAVORITO et
al., 2011).

Davies (1999) obteve 0,75% de 6leo essencial das inflorescéncias da macela
silvestre. Gillij et al. (2008) obtiveram diferentes rendimentos de 6leo essencial em
diferentes regides de coleta, sendo 0,84% o maior e 0,24% o menor rendimento. Em
um experimento parecido, Labuckas et al. (1999) detectaram teor abaixo de 0,2%.
Lamaty et al. (1991) obtiveram baixos valores para o teor de 6leo essencial (0,4%)
extraidos via hidrodestilacdo para amostras de macela compradas em mercados
brasileiros. Yamane et al. (2016) extrairam teor de 0,04% de 6leo essencial de
amostras de A. satureioides cv. CPQBA-2. Os autores justificam o baixo teor,
geralmente encontrado na literatura entre 0,2 e 0,8% (RETTA et al., 2012), devido ao
periodo da colheita, tipo de solo e regido de cultivo, mas notadamente os autores
nao identificaram qualquer problema no rendimento relacionado as caracteristicas
genéticas da cultivar.

Cezarotto et al. (2011) investigou a variacao do teor de 6leo essencial durante as
estacdes climéticas e concluiu que o maior teor foi obtido na primavera (0,10%). O
trabalho reinterou o que a ciéncia ja havia compreendido sobre as variacbes nos
teores fitoquimicos frente a sazonalidade (GOBBO-NETO & LOPES, 2009).

4.5 Teor de 6leo essencial dos ramos de Achyrocline satureioides cv.
CPQBA 2

As tabelas 12 e 13 revelam que houve diferenca estatistica significativa apenas
para o fator adubacéo entre os tratamentos, sendo o tratamento 30 t ha™ (0,1086%)
0 que apresentou resultados satisfatorios em relacdo aos demais (R2=0,782; Figura
19).
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Tabela 12 — Teores (%) de 6leo essencial extraido dos ramos 457 DAT de Achyrocline
satureioides cv. CPQBA 2, Botucatu, Sdo Paulo. UNESP - 2017.

Adubacéo Teor

t ha™ % Espacamento Teor
0 0,1033 b cm %
30 0,1086 a 50 0,0977 a
60 0,0911 bc 100 0,0933 a
90 0,0899 bc DMS 0,00851

120 0,0849 c

DMS 0,01345

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o
Teste t ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 13 - Andlise de variancia do teor de 6leo essencial dos ramos de Achyrocline
satureioides cv. CPQBA 2, Botucatu, Sdo Paulo. UNESP - 2017.

FV GL SQ QM F
Fator 1 (adubacéao) 4 0.00316 0.00079 4.5915**
Fator 2 (espacamento) 1 0.00019 0.00019 1.1323 ns
Interacdo F1 x F2 4 0.00101 0.00025 1.4595 ns
Tratamentos 9 0.00436 0.00048 2.8151*
Blocos 3 0.00086 0.00029 1.6740 ns
Residuo 27 0.00465 0.00017

Total 39 0.00988

** gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nao significativo (p >=.05)
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Figura 19 — Teores (%) de 6leo essencial extraido dos ramos 457 DAT de Achyrocline
satureioides cv. CPQBA 2, submetido a andlise de regressdo polinomial de 2°,
Botucatu, Sao Paulo. UNESP - 2017.
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Uma hipotese para este trabalho ter obtido baixo teor de dleo essencial nas
inflorescéncias pode estar relacionada com o fator genético aliado a época de
colheita. O acumulo de 6leo essencial em diferentes teores e partes da planta € uma
caracteristica natural dos vegetais (TAIZ & ZEIGER, 2009), sendo facilmente
observada nas espécies arométicas (MASSETO et al.,, 2011). As alteragbes nos
teores de 6leos essenciais podem estar relacionadas com as reacfes quimicas
reguladas pelo nivel de expressado génica e/ou atividade das enzimas regulatorias no
que diz respeito a sintese de 6leo (GERSHENZON et al., 2000).

Sabe-se que entre algumas das funcdes ecoldgicas dos 6leos essenciais, uma
das mais importantes é a atragdo de polinizadores, sendo esse um dos motivos
pelos quais geralmente acumulam maiores teores nas inflorescéncias (TAIZ &
ZEIGER, 2009). Além do fator genético, as inflorescéncias da macela foram colhidas
antes da senescéncias das folhas. Em outras palavras, existe a possibilidade do
Oleo estar concentrado em parte nos ramos, além outras partes vegetais, e 0
restante distribuido nas inflorescéncias.

Bousmaha et al. (2005) detectaram teores crescentes de Oleo essencial durante o
florescimento nas folhas em Lavandula dentata com reducdo no final do

florescimento. Geralmente, essa espécie acumula mais 6leo nas folhas do que nas
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inflorescéncias, conforme relatado por outros pesquisadores [KALOUSTIAN et al.
(2000); BOECKELMANN (2008)].

Masseto et al. (2011) também investigaram o teor de 6leo essencial acumulado
nas inflorescéncias e folhas de Lavandula dentata em diferentes estadios de
desenvolvimento floral e épocas de colheita. Os autores encontraram interacao entre
os fatores épocas de colheita e desenvolvimento floral no teor de 6leo essencial das
inflorescéncias. No entanto, foram detectados nas folhas os maiores teores de Oleo.
Por outro lado, os autores detectaram diferentes composicées quimicas dos 6leos

nos diferentes estadios de desenvolvimento floral e nas duas épocas de colheita.

4.6 Correlacdo da biomassa e do teor de Oleo entre os ramos e

inflorescéncias de Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2

Por diversas vezes durante o presente estudo e durante o levantamento
bibliografico houve a indagacdo do motivo pelo qual serem raros artigos cientificos
sobre os ramos da macela, bem como o comércio dessa parte vegetal na forma
desidratada ou até mesmo dos produtos extraidos, tais como Oleo essencial e
extratos.

Uma das razdes para isso pode ser explicada pelo habito da macela ser uma
espécie anual ou bianual. Em outras palavras, na época da colheita das
inflorescéncias, geralmente ja ndo se observa folhas nos caules, sendo esse um
indicativo do final do ciclo. No entanto, segundo observacdes de campo do presente
estudo percebeu-se que mesmo quando a maior parte das inflorescéncias ja
estavam desabrochadas, ainda existia grande volume de folhas nos galhos.

Dessa forma, acredita-se ndo haver a necessidade em aguardar o final do ciclo
da macela para efetuar a colheita das inflorescéncias, visto que é valida também a
colheita dos ramos. Assim, o agricultor podera comercializar ndo s6 as
inflorescéncias, mas também os ramos ainda com a presenca de folhas.

Foi realizada uma correlacdo dos dados médios extrapolados para L.ha™* entre a
biomassa seca total das inflorescéncias e dos ramos com os teores de Oleos
essenciais acumulados em ambas as partes vegetais obtidas neste trabalho (Tabela
14). Os quadros de analises demonstram diferenca estatistica para o fator

espacamento em ambas as andlises (Tabelas 15 e 16).
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Em um hectare de cultivo de macela, segundo dados obtidos no presente estudo,
o produtor colherd mais ramos do que inflorescéncias, sendo esse um dos motivos
pelos quais o teor de Oleo essencial relativo por hectare € maior nos ramos do que
nas inflorescéncias (19.33 L ha® nos ramos; R2=0,151 e; 3,34 L ha™ nas

inflorescéncias; R?=0,331, Figura 20).



Tabela 14 - Teores de 6leo essencial (L.ha') das inflorescéncias e dos ramos 457 DAT de Achyrocline
satureioides cv. CPQBA 2 em funcéo da biomassa obtida por hectare nos tratamentos de cinco doses de adubo

orgéanico e dois espacamentos, Botucatu, Sdo Paulo. UNESP - 2017.

Adubacdo  Teordeoleo  Teorde Espacamento Teor de 6leo das Teor de 6leo
, das oleo dos inflorescéncias dos ramos
inflorescéncias ramos cm L hat

T T 50 3,84 aB 16,64 aA
t ha L ha
100 2,19 bB 8,46 bA
0 3,27 aB 13,14 abA
DMS 0,74 5,07
30 2,98 aB 19,33 aA
60 2,72 aB 9,77 bA
90 3,34 aB 9,99 bA
120 2,77 aB 10,52 abA
DMS 1,17 8,03

Letra mailuscula nas colunas (teor de 6leo das inflorescéncias x teor de 6leo dos ramos)

Letra minuscula nas linha (adubacéo e espagamento)

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste t ao nivel de 5% de
probabilidade

79
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Tabela 15 - Anélise de variancia do teor de 6leo essencial (L.ha') das inflorescéncias 457 DAT de Achyrocline satureioides cv.
CPQBA 2 em funcéo da biomassa obtida por hectare nos tratamentos de cinco doses de adubo organico e dois espagcamentos,
Botucatu, Sao Paulo. UNESP - 2017.

FV GL SQ QM F

Fator 1 (adubacéo) 4 1.92131 0.48033 0.2190 ns
Fator 2 (espacamento) 1 20.55542 20.55542 9.3739**
Interacao F1 x F1 4 1.20038 0.30010 0.1369 ns
Tratamentos 9 23.67711 2.63079 1.1997 ns
Blocos 3 2.48142 1.24071 0.5658 ns
Residuo 27 39.47083 2.19282

Total 39 65.62936

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nado significativo (p >= .05)
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Tabela 16 - Teor de 6leo essencial (L.ha™) dos ramos 457 DAT de Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2 em func&o da biomassa

obtida por hectare nos tratamentos de cinco doses de adubo organico e dois espacamentos, Botucatu, Sdo Paulo. UNESP -

2017.

FV GL SQ QM F
Fator 1 (adubacéao) 4 388.05694  97.01423 1.3246 ns
Fator 2 (espagamento) 1 501.30565 501.30565  6.8446*
Interagcao F1 x F2 4 295.98041  73.99510 1.0103 ns
Tratamentos 9 1185.34300 131.70478  1.7982 ns
Blocos 3 16.84028 8.42014 0.1150 ns
Residuo 27 1318.34689 73.24149
Total 39 2520.53018

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05)
ns nao significativo (p >=.05)
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Figura 20 - Teores de 6leos essenciais das inflorescéncias e dos ramos (L.ha™) 457 DAT de Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2

submetidas a andlise de regresséao polinomial de 2° grau, Botucatu, Sdo Paulo. UNESP - 2017.
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Do ponto de vista econdmico o Oleo de macela das inflorescéncias
comercializado em frascos contendo 10mL (sendo 1 mL de 6leo bruto e 9 ml de
miristato de isopropila) sdo vendidos no mercado brasileiro em torno de R$34,00 a
R$37,00. Essa base de valores extrapolada para o presente estudo poderia gerar
um lucro visivel para o produtor que porventura optar pela extragdo na propriedade.

No entanto, este resultado trata-se apenas de uma estimativa ja& que ndo existe
uma lista oficial de valores tabelados do litro do 6leo bruto da macela e muito menos
uma estimativa de custo de producao para essa espécie.

Andrido et al. (2010) disponibilizaram estimativas de custo de producdo de
carqueja (Baccharis trimera), levando-se em consideracdo 0s custos operacionais e
estimativas de lucro do produtor durante 4 anos. Os autores reinteram a importancia
deste tipo de estudo, custo e rentabilidade, visto que existe a necessidade do
produtor em saber os custos desse tipo de cultivo. Além disso, eles concluem que
apesar das peculiaridades do cultivo de carqueja, o produtor € capaz de cobrir todos
0S custos operacionais e ainda obter lucro. No mesmo estudo os autores alertam
para um fato recorrente entre os produtores de plantas medicinais no Brasil, ja que
as flutuacdes dos precos no mercado, principalmente por conta de atravessadores,
aliado ao desconhecimento do produtor sobre os padrdes de exigéncia dos
parametros da matéria-prima exigidos pela Farmacopeia sdo fatores que podem
desestimular o produtor e for¢a-lo a desistir do cultivo ou coletar a planta diretamente
do meio ambiente. Para esta espécie 0s autores concluiram como rentavel a

producdo de carqueja no municipio de Cajuru (SP).

4.7 Substancias quimicas no 6leo essencial de Achyrocline
satureioides cv. CPQBA 2 (China)

Os terpenoides sao classificados pelo tamanho da cadeia carbonica, conforme o
namero de unidades de isopreno que foram combinadas para dar origem ao terpeno
correspondente, tais como, hermiterpenos (Cs), monoterpenos (Cig), sesquiterpenos
(C1s), sesquiterpenos (Css), triterpenos (Cz) e tetraterpenos (Cao).

No presente estudo foram identificadas 30 substancias quimicas no oOleo
essencial extraido, tanto das inflorescéncias como dos ramos de macela, sendo 11

monoterpenos e 19 sesquiterpenos (Tabelas 17 e 18). a-Pineno foi a principal
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substancia quimica detectada (60,12%; 46,53%), seguido de B-cariofileno (13,39%;
17,65%) e a-humuleno (8,81%; 12,30%) tanto nas inflorescéncias como nos ramos,

respectivamente (Figura 21).
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Tabela 17 - Composicao do 6leo essencial (%) das inflorescéncias de Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2 cultivada sob doses de

adubo organico (0, 30, 60, 90, 120 t ha') e espacamentos entre plantas (50 e 100cm). Universidade de Xangai Jiao Tong, China, 2017.

Tratamentos (t ha™) Controle 30 60 90 120 IR IRyt
Espacamentos (cm) 50 100 50 100 50 100 50 100 50 100

Substancias quimicas %

Monoterpenos

a-Pineno* 58,96aA 57,70aA |56,44aAB 60,12aA | 51,77aB 59,80bA | 56,67aAB 57,05aA | 55,00aAB 61,07aA | 927 932
Canfeno 0,12aB  0,15aB | 0,10aB  0,23bA | 0,21aA 0,233A | 0,22aA 0,23aA | 0,22aA  0,23aA | 937 946
B-Pineno 0,38aA 0,35aB | 0,37aA  0,40aA | 0,31bB 0,38aAB| 0,36aAB 0,37aAB | 0,36aAB 0,38aAB| 970 974
B-Mirceno 0,28aA  0,22aA | 0,26aA  0,29aA | 0,25aA 0,29bA | 0,25aA 0,28aA | 0,27aA  0,28aA | 982 988
Limoneno 0,45aA 0,53aA | 0,37aA  0,54aA | 0,81aA 0,40aA | 0,47aA 0,87aA | 0,55aA  0,51aA |1022 1024
Eucaliptol 1,82aAB 1,89aA | 1,91aAB 1,87aA | 2,00aA 1,80bA | 1,81aAB 1,82aA | 1,75aAB 1,87aA | 1032 1033
trans-g-Ocimeno 2,28aA  2,59aA | 2,21aA 2,36aAB| 1,95aA 2,49aAB| 2,19aA 1,80aB | 2,52aA 2,47aAB|1049 1044
y-Terpineno 0,41bAB 0,45aA | 0,41bAB 0,45aAB| 0,43aA 0,45aAB| 0,38bB 0,43aAB| 0,41aAB 0,41aB | 1051 1054
Terpinoleno 0,23aA 0,18aA | 0,16aB  0,18aA |0,18aAB 0,18aA | 0,15aB  0,18aA | 0,17aB  0,17aA |1078 1086
endo-Borneol 0,05aAB 0,03bAB | 0,02aBC 0,01aBC| 0,07aA 0,05bA | 0,0l1laC  0,01aC | 0,01aC 0,02aBC |1164 1165
a-Terpineol 0,11aA 0,12aA | 0,10aA 0,11aA | 0,12aA 0,10aA | 0,12aA 0,11aA | 0,12aA 0,12aA |1187 1186
Sesquiterpenos

Ylangeno 0,15aAB 0,17aA | 0,13aB  0,15aA | 0,19aA 0,16aA | 0,17aAB 0,17aA | 0,18aAB 0,15aA |1361 1373
a-Copaeno 2,02aA  2,02aA | 2,20aA  1,85aA | 2,33aA 1,89bA | 2,10aA  2,01aA | 2,11aA 1,80aA | 1368 1376
B-Cariofileno* 11,05aB 11,48aA [11,97aAB 10,68aA | 13,39aA 10,72bA |12,15aAB 11,77aA |12,80aAB 10,54bA (1414 1417
Aromandendreno 0,45aA  0,37aA | 0,40aA  0,50aA | 0,55aA 0,44aA | 0,48aA 0,49aA | 0,52aA 0,43aA |1430 1439
a-Humuleno* 7,27aB  7,37aA | 7,95aAB 7,04aA | 8,8laA 7,05bA | 7,88aAB 7,80aA | 7,89aAB 6,77aA | 1449 1454
9-epi-trans-Cariofileno 0,36aA  0,27aA | 0,30aAB 0,24aA | 0,43aA 0,20bA | 0,16aB  0,26aA | 0,40aA  0,34aA |1452 1464
y-Muuroleno 0,55aB  0,40aB | 0,39aB  0,40aB | 0,66bB 2,88aA | 2,61aA 0,60bAB| 0,30aB 0,13aB | 1466 1478
B-Selineno 0,69aA 046aA | 0,46aA 045aA | 0,75aA 0,45aA | 0,49aA 0,60aA | 0,46aA 0,26aB |1480 1489
Ledeno 0,13aA 0,32aA | 0,42aA 0,31aA | 0,40aA 0,17aA | 0,25aA 0,39aA | 0,27aA  0,54aA |1482 1490
a-Muuroleno 0,15aA 0,48aA | 0,39aA 0,47aA | 0,33aA 0,35aA | 0,33aA 0,41aA | 0,63aA 0,49aA |1489 1500
y-Cadineno 0,51aA 0,48aA | 0,28aBC 0,32aB |0,45aAB 0,38aAB| 0,19aC  0,31aB | 0,43aAB 0,46aAB | 1503 1513
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Cadina-1,4-dieno 1,27abA  1,31aA | 1,10abA 0,95aA | 0,96abA 0,45bB | 0,87bB  1,37aA | 1,43aA 1,18aA [1509 1533
p-Calacoreno 0,46aA 0,42aA 0,22aA 0,37aA | 0,37aA 0,24aA | 0,16aA 0,14aA | 0,18aA 0,48aA |1532 1548
Alcool de cariofileno 0,18aA 0,10aA | 0,07aA 0,10aA | 0,15aA 0,07aA | 0,06aA 0,06aA | 0,06aA 0,10aA | 1566 1568
Oxido de cariofileno 0,30aA 0,22aA | 0,11aA 0,283A | 0,29aA 0,14aA | 0,11aA 0,19aA | 0,12aA 0,26aA | 1572 1582
Epoxido de humuleno 11 0,27aA 0,16aA | 0,16aA 0,22aA | 0,25aA 0,14aA | 0,16aA 0,20aA | 0,10aA 0,24aA |1599 1608
Muurolol 0,19aA 0,14aA 0,12aA  0,15aA | 0,20aA 0,12aA | 0,12aA 0,14aA | 0,11aA 0,16aA |1616 1640
Cubenol 0,10aA 0,17aA | 0,16aA 0,17aA | 0,09aA 0,12aA | 0,17aA 0,15aA | 0,19aA 0,12aA |1617 1645
a-Cadinol 0,71aA 0,64aA 0,73aA 0,41aA | 0,72aA 0,58aA | 0,48aA 0,50aA | 0,48aA 0,58aA |1645 1653
Total monoterpenos 65.09 64.21 62.29 66.56 58.1 66.07 62.59 63.12 61.37 67.34

Total sesquiterpenos 26.76 26.82 27.39 25.02 31.43 25.6 28.73 27.28 28.52 24.53

IR, = indice de retencdo calculado; IR;; = indice de retencdo literatura, x < 0.04, * = substancias principais.
As médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste t ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 18 - Composicdo do 6leo essencial (%) dos ramos de Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2 cultivada sob doses de adubo

organico (0, 30, 60, 90, 120 t ha) e espacamentos entre plantas (50 e 100cm). Universidade de Xangai Jiao Tong, China, 2017.

Tratamentos (t ha™) Controle 30 60 90 120 IR: IRy
Espacamentos (cm) 50 100 50 100 50 100 50 100 50 100

Substancias quimicas %

Monoterpenos

a-Pineno* 43,66aA  36,38abA | 33,65aA 46,53aA | 39,13aA 42,98abA |40,79aA 41,77abA|44,10aA 42,44bA | 927 932
Canfeno 0,43aA 0,32aA | 0,36aA 0,34aA | 0,36aA 0,43aA | 0,44aA 0,40aA | 0,39aA 0,44aA | 937 946
B-Pineno 0,28aA 0,23aA | 0,22aA 0,29aA | 0,25aA  0,26aA | 0,20aA 0,26aA | 0,27aA 0,25aA | 970 974
B-Mirceno 0,14aA 0,15aA | 0,17aA 0,16aA | 0,19aA 0,13aA | 0,11aA 0,13aA | 0,18aA 0,20aA | 982 988
Limoneno 0,79bA 0,85aA | 0,81bA 1,13aA |1,16abA 1,01aA | 1,34aA 1,02aA | 1,30aA 1,02aA |1022 1024
Eucaliptol 1,36aA 1,29abA | 1,42aA 1,80aA |1,23abA 1,24bA | 0,80bA 1,27bA |1,0labA 1,47abA |1032 1033
trans-g-Ocimeno 0,89aA 0,36aA | 0,56aA 0,53aA | 0,38aA 0,58aA | 0,19aA 0,57aA | 0,30aA 0,63aA |1049 1044
y-Terpineno 0,27aA 0,21aA | 0,26aA 0,25aA | 0,24aA  0,24aA | 0,19aA 0,20aA | 0,23aA 0,25aA |1051 1054
Terpinoleno 0,42abA 0,14abA | 0,17bA 0,09bA |0,34abA 0,59aA | 0,79aA 0,39abA | 0,13bA 0,35abA | 1078 1086
endo-Borneol 0,20aA 0,21aA | 0,15aA 0,17aA | 0,24aA 0,23aA | 0,16aA 0,17aA | 0,17aA 0,24aA |1164 1165
a-Terpineol 0,23aA 0,13aA | 0,34aA 0,19aA | 0,30aA 0,21aA | 0,33aA 0,26aA | 0,20aA 0,23aA |1187 1186
Sesquiterpenos

Ylangeno 0,25aA 0,28aA | 0,28aA 0,22aA | 0,27aA  0,26aA | 0,28aA 0,27aA | 0,25aA 0,25aA |1361 1373
a-Copaeno 2,25aA 2,53aA | 2.11aA 2,06abA | 2,46aA 2,24abA | 2,41aA 2,32abA | 2,22aA  1.86bA |1368 1376
B-Cariofileno* 14,87aA 17,65aA |17,30aA 14,54bA| 16,61aA 15,03abA |16,59aA 15,93abA | 15,61aA 15,26abA | 1414 1417
Aromandendreno 0,62aA 0,51aA | 0,70aA 0,48aA | 0,54aA 0,62aA | 0,65aA 0,65aA | 0,65aA 0,51aA |1430 1439
a-Humuleno* 10,38aA 12,30aA |12,05aA 10,88aA | 12,21aA 11,18aA |11,70aA 11,483A |11,25aA 12,19aA |1449 1454
9-epi-trans-Cariofileno 0,54aA 0,46aA | 0,47aA 0,40aA | 0,45aA 0,40aA | 0,44aA 0,44aA | 0,43aA 0,41aA |1452 1464
y-Muuroleno 0,87aA 0,87aA | 1,10aA 0,75aA | 1,00aA 0,55aA | 0,92aA 0,87aA | 0,73aA 0,90aA |1466 1478
B-Selineno 0,79aA 0,97aA | 0,89aA 0,84aA | 1,02aA  0,93aA | 1,09aA 1,01aA | 0,99aA 0,84A |1480 1489
Ledeno 0,56aA 0,76abA | 0,72aA 0,52bA | 0,62aA 0,65abA | 0,65aA 0,63abA | 0,52aB  0,81aA |1482 1490
a-Muuroleno 0,82aA 0,74aA | 0,74aA 0,68aA | 0,76aA 0,76aA | 0,80aA 0,72aA | 0,64aA 068aA |1489 1500
y-Cadineno 0,30aA 0,26aA | 0,39aA 0,21aA | 0,35aA 0,26aA | 0,47aA 0,35aA | 0,29aA 0,31aA |1503 1513
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Cadina-1,4-dieno 0,84aA 0,94aA | 0,95aA 0,75aA | 0,89aA 0,85aA | 0,91aA 0,88aA | 0,84aA 0,89aA [1509 1533
p-Calacoreno 1,81aA 1,50aA | 2,12aA 1,65aA | 2,00aA 1,84aA | 1,98aA 1,93aA | 2,04aA 1,56aA |1532 1548
Alcool de cariofileno 0,49aA 0,37aA | 0,30aA 0,333A | 0,30aA 0,36aA | 0,39aA 0,31aA | 0,27aA 0,37aA |1566 1568
Oxido de cariofileno 0,45aA 0,85aA | 0,66aA 0,39abA | 0,30aA 0,22bA | 0,17aA 0,47abA | 0,35aA 0,23abA |[1572 1582
Epoxido de humuleno 11 0,67aA 0,68aA | 0,66aA 0,65aA | 0,75aA 0,66aA | 0,70aA  0,76aA | 0,70aA 0,76aA |[1599 1608
Muurolol 0,57aA 0,56aA |0,41abA 0,35aA |0,28abA 0,32aA [0,33abA 0,25aA | 0,06bA 0,08aA [1616 1640
Cubenol 0,73aA 0,83aA | 0,70aA 0,69abA | 0,70aA 0,58abA | 0,06bA 0,37bA | 0,15bA 0,43abA [1617 1645
a-Cadinol 0,54aA 0,53aA | 0,65aA 0,52aA | 0,68aA 0,54aA | 0,50aA 0,55aA | 0,65aA 0,77aA |1645 1653
Total monoterpenos 48.42 40.02 38.01 51.49 43.48 47.4 44.59 46.09 48.28 47.33

Total sesquiterpenos 38.18 42.66 42.96 36.61 42.38 38.72 41.11 40.58 38.17 37.95

IR, = indice de retencdo calculado; IR;; = indice de retencdo literatura, * = substancias principais.

As médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste t ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 21 - Cromatograma com destaque para as trés principais substancias quimicas
identificadas no 6leo essencial de Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2 (a-pineno, B-

cariofileno e a-humuleno), Botucatu, Sado Paulo. UNESP - 2017.
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Curiosamente, e em contraste com o atual trabalho, Yamane et al. (2016)
identificaram em amostras de A. satureioides cv. CPQBA 2 (Campinas, S&o Paulo)
B-cariofileno como majoritario no 6leo essencial de inflorescéncias frescas, seguido
de a-humuleno e copaeno, sendo o a-pineno encontrado em baixissimos teores. Os
autores ndo citaram os valores dessas substancias no trabalho cujo objetivo foi
desenvolver um bioadesivo anestésico e anti-inflamatorio contendo extrato de jambu
(Acmella oleracea) e 06leo essencial de macela (Achyrocline satureioides). No
entanto, varia¢des fitoquimicas podem ocorrer devido a uma vasta gama de fatores
bidticos e abidticos (GOBBO-NETO & LOPES, 2009), genéticos, além de
volatilizacdo de algumas substancias quimicas durante os processos pos-colheita
(FURLAN & GARCIA, 2013).

Do Carmo et al. (2015) identificaram 22 substancias quimicas em amostras de
macela, sendo a-pineno (36,19%) o maijoritario seguido por B-cariofileno (25,65%),

B-ocimeno (7,36%) e 1.8-cineol (5,93%), em Mato Grosso do Sul. Labuckas et al.
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(1999) identificaram 52 substancias quimicas em amostras de 6leos essenciais das
inflorescéncias de macela coletadas na Argentina, sendo (E)-cariofileno o majoritario
(39-48%), seguido por a-copaeno (10-15%) e ©-cadineno (1-9%). Davies (1999)
identificaram cariofileno, 6xido de cariofileno, cadineno, cariatina, germacreno-D, a-
pineno como algumas das substancias quimicas do 6leo de macela, no Uruguai.
Sierra et al. (2015) analisaram e quantificaram as substancias quimicas presentes no
O0leo essencial extraido das inflorescéncias de macela silvestre (Coldmbia) e
encontram B-cariofileno (25%) como majoritario, seguido por 6xido de cariofileno
(13%), y-muuroleno (8%), y-cadineno (7%) e a-pineno (7%). Gillij et al. (2008)
identificaram (E)-cariofileno como maijoritario (39,7%), seguido de a-copaeno (14,2%)
em amostras de macela silvestre colhida na Argentina. a-Pineno (41-78%) foi
encontrado como majoritario em todas as amostras de macela coletadas na regido
Sul do Brasil (LAMATY et al., 1991), enquanto Lucas et al. (2009), na mesma regiéo,
detectaram O6xido de cariofileno (36%) como majoritario em amostras de O6leo
extraido das inflorescéncias de macela silvestre.

Como se pode observar, existe grande variabilidade de majoritarios nessa
espécie vegetal. Lorenzo et al. (2000) estudaram as substancias quimicas do 6leo
acumulados nos ramos de macela do Sul do Brasil e do Uruguai. Os autores
detectaram 32% de (E)-cariofileno como majoritario em amostras brasileiras sendo
esta substancia detectada com apenas 11,1% em amostras uruguaias. O a-pineno
foi o majoritario nas amostras uruguaias (46,2%), sendo esta substancia detectada
com apenas 29,9% nas amostras brasileiras.

A mesma variabilidade de substancias quimicas que ocorre entre as diferentes
partes da planta também ocorre para outras espécies vegetais, mostrando assim, a

grande complexidade de se trabalhar com plantas medicinais (MACIEL et al., 2002).

4.8 Principais substancias quimicas identificadas nos 0Oleos essenciais

das inflorescéncias e dos ramos de Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2

4.8.1 Teor de a-Pineno nas inflorescéncias de Achyrocline satureioides
cv. CPQBA 2
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N&o foi observada relacdo significativa na interagdo entre adubacdo x
espacamento. Apenas o fator espacamento foi considerado estatisticamente

significativo (Tabela 19).

Tabela 19 - Andlise de variancia do teor de a-pineno nas inflorescéncias de Achyrocline
satureioides cv. CPQBA 2, Botucatu, Sdo Paulo. UNESP - 2017.
FV GL SQ QM F

Fator 1 (adubacéao) 4 1227.05161 306.76290 1.3798 ns
Fator 2( espacamento) 1 0.20207 0.20207 0.0009*
Interagcéo F1 x F2 4 1896.08597 474.02149 2.1321ns
Tratamentos 9 3123.33964 347.03774  1.5609 ns
Blocos 3 652.05140 217.35047 0.9776 ns
Residuo 27 6002.86728 222.32842

Total 39 9778.25833

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns néo significativo (p >= .05)

A tabela 20 apresenta o teor de a-pineno detectado no O6leo essencial das
inflorescéncias de A. satureioides cv. CPQBA 2 em funcdo dos tratamentos de
adubo organico. Neste caso o0 controle se destacou no acumulo de a-pineno

(58,33%) e houve diferenca estatistica entre os espacamentos.
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Tabela 20 - Teor de a pineno acumulado nas amostras de 6leo essencial extraido das
inflorescéncias de Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2, Botucatu, Sao Paulo. UNESP
- 2017.

Adubacéo Teor
tha™ % Espacamento Teor
0 58,33 a cm %

30 51,35 ab 50 52,99 b
60 55,78 ab 100 53,14 a
90 56,85 ab DMS 9,66
120 43,01 b

DMS 15,28

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste t ao
nivel de 5% de probabilidade.

A figura 22 facilita a observacdo dos valores em destaque para o tratamento
controle, apesar do moderado valor de confiabilidade (R?=0,547) dos resultados.
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Figura 22 - Teores de a-pineno (%) nas amostras de 6leo essencial extraido das
inflorescéncias de Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2 e submetido a analise de

regressao polinomial de 2°, Botucatu, Sdo Paulo. UNESP - 2017.
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Nirmal et al. (2005) identificaram a-pineno (78,64%) como majoritario presente no
6leo essencial de Wedelia trilobata (Asteraceae) coletadas na india. Raggi (2013)
encontrou 30% de acumulo de a-pineno na composi¢cdo do 6leo de Sphagneticola
trilobata (vedélia), sendo B-pineno (47,3%) o majoritario. Carvalho Junior et al. (2004)
verificaram o perfil quimico do 6leo essencial extraido das folhas de Varronia
curassavica e identificaram a-pineno (29,69%), (E)-cariofileno (25,27%), alo-
aromadendreno (9,99%), a-humuleno (4,64%) e B-gurjuneno (4,11%) como as

principais substancias quimicas.

4.8.2 Teor de a-Pineno nos ramos de Achyrocline satureioides cv.
CPQBA 2

O acumulo de a-pineno nos ramos de A. satureioides cv. CPQBA 2 nao foram

significativos tanto para a interacdo entre os fatores como para ambos os fatores
analisados separadamente (Tabelas 21 e 22).
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Tabela 21 - Teores de a-pineno acumulado nas amostras de 6leo essencial extraido
dos ramos de Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2, Botucatu, Sdo Paulo. UNESP -
2017.

Adubacéo Teor
That % Espacamento Teor
0 4001a em %
30 40,09 a >0 4026
50 4105a 100 39,94 a
90 41,28 a DMS 6,12
120 38,08 a cv %) 23,54
DMS 9,67
CV (%) 23,54

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste t ao
nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 22 - Analise de varidncia do teor de a-pineno nos ramos de Achyrocline
satureioides cv. CPQBA 2, Botucatu, Sdo Paulo. UNESP - 2017.

FV GL SQ QM F

Fator 1 (adubacéo) 4 50.97252 12.74313 0.1430 ns
Fator 2 (espacamento) 1 0.99552 0.99552 0.0112 ns
Interacéo F1 x F2 4 757.58976  189.39744  2.1248 ns
Tratamentos 9 809.55780  89.95087 1.0091 ns
Blocos 3 242.34244  80.78081 0.9062 ns
Residuo 27 2406.73502 89.13833

Total 39 3458.63526

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns néo significativo (p >= .05)

Vale destacar que o teor de a-pineno entre as inflorescéncias e os ramos de A.
satureioides cv. CPQBA 2 foi cerca de 30% maior nas inflorescéncias.

Bauer et al. (1992) e Lorenzo et al. (2000) encontraram composi¢des parecidas
em Oleos essenciais dos ramos de macela provenientes do Brasil e do Uruguai,
sendo a-pineno (30%, 46%) e P-cariofileno (32%; 11%) os principais,

respectivamente. Radaelli et al. (2009) encontraram maior acimulo de majoritarios
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no inverno em ramos de macela silvestre (25,7% de a-pineno, 11,8% limoneno e

25,5% de (E)-cariofileno) coletada no Rio Grande do Sul.

4.8.3 Teor de B-cariofileno nas inflorescéncias de Achyrocline
satureioides cv. CPQBA 2

Como pode ser observado nas tabelas 23 e 24, ndo houve interacao e diferenca
estatistica significativa do teor de B-cariofileno nas inflorescéncias, sendo esta
substancia quimica produzida e acumulada independentemente dos fatores

agrondmicos estudados no presente estudo.
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Tabela 23 - Teores de B-cariofileno acumulado nas amostras de 6leo essencial
extraido das inflorescéncias de Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2, Botucatu, Sao
Paulo. UNESP - 2017.

Adubacéo Teor Espagcamento Teor
tha™ % cm %
0 11,26 a 50 11,72 a
30 9,95a 100 10,08 a
60 12,05 a DMS 1,94
90 11,96 a CV (%) 27,56
120 9,28 a
DMS 3,08
CV (%) 27,56

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste t ao
nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 24 - Quadro de analise de variancia em experimento fatorial do teor de B-
cariofileno nas inflorescéncias de Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2, Botucatu, S&o
Paulo. UNESP - 2017.

FV GL sSQ QM F

Fator 1 (adubacéo) 4 48.73365 12.18341 1.3486 ns
Fator 2 (espacamento) 1 26.74001 26.74001 2.9599 ns
Interagcao F1 x F2 4 91.23724 22.80931 2.5248 ns
Tratamentos 9 166.71090  18.52343 2.0504 ns
Blocos 3 25.13611 8.37870 0.9275 ns
Residuo 27 243.91977  9.03407

Total 39 435.76678

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05)
ns néo significativo (p >= .05)

Yamane et al. (2016) detectaram [-cariofileno como sendo o majoritario em
amostras de 6leo essencial da mesma cultivar utilizada no presente estudo, sendo
aqui identificado como a segunda substancia quimica com maior teor acumulado.

Vale destacar que Yamane et al. (2016) utilizaram inflorescéncias frescas e
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seguiram a metodologia de Gonzélez e Marioli (2010) para a extracdo do Oleo

essencial.

4.8.4 Teor de B-cariofileno nos ramos de Achyrocline
satureioides cv. CPQBA 2

Assim como o teor de [-cariofileno acumulado nas inflorescéncias nao foi
alterado em funcdo dos fatores agronébmicos, 0 mesmo ocorreu para o teor dessa

substancia quimica nos ramos (Tabelas 25 e 26).

Tabela 25 - Teores de B-cariofileno acumulados nas amostras de 6leo essencial
extraido dos ramos de Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2, Botucatu, Sdo Paulo.
UNESP - 2017.

Adubacéo Teor
that % Espacamento Teor
0 16,26 a cm %
30 15,92 a 50 16,19 a
60 15,82 a 100 16,05 a
90 16,26 a DMS 1,15
120 15,54 a CV (%) 11,08
DMS 1,83
CV (%) 11,08

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o Teste t ao nivel de 5% de probabilidade
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Tabela 26 - Andlise de variancia do teor de B-cariofileno nos ramos de Achyrocline
satureioides cv. CPQBA 2, Botucatu, Sdo Paulo. UNESP - 2017.

FV GL SQ QM F
Fator 1 (adubacéo) 4 6.65987 1.66497 0.5214 ns
Fator 2 (espagamento) 1 0.21882 0.21882 0.0685 ns
Interacao F1 x F2 4 23.80272 5.95068 1.8634 ns
Tratamentos 9 30.68141 3.40905 1.0675 ns
Blocos 3 8.62296 2.87432 0.9001 ns
Residuo 27 86.22375 3.19347

Total 39 125.52812

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05)
ns néo significativo (p >= .05)

Radaelli et al. (2009) detectaram 25,5% de [-cariofleno em amostras

desidratadas dos ramos de macela.

4.8.5 Teor de a-humuleno nas inflorescéncias de Achyrocline
satureioides cv. CPQBA 2

N&o houve interagdo significativa entre os dois fatores analisados neste estudo
(Tabela 27).
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Tabela 27 - Analise de variancia do teor de a-humuleno nas inflorescéncias de
Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2, Botucatu, Sdo Paulo. UNESP - 2017.

FV GL SQ QM F
Fator 1 (adubacéo) 4 23.89730 5.97432 1.6315 ns
Fator 2 (espacamento) 1 9.65799 9.65799 2.6374 ns
Interacao F1 x F2 4 29.96978 7.49245 2.0460 ns
Tratamentos 9 63.52507 7.05834 1.9275 ns
Blocos 3 11.76614 3.92205 1.0710 ns
Residuo 27 08.87278 3.66195

Total 39 174.16400

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05)

ns néo significativo (p >= .05)

Percebe-se na tabela 28 que houve destaque para o tratamento 60 t ha™ (7,93%).

A figura 23 demonstra o baixo valor de confiabilidade do resultado (R?=4574) obtido

para esta variavel.

Tabela 28 - Teor de a-humuleno acumulado nas amostras de 6leo essencial extraido

das inflorescéncias 457 DAT de Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2, Botucatu, Séo

Paulo. UNESP - 2017.

Adubacéo Teor
tha™ %
0 7,32 ab
30 6,62 ab
60 7,93 a
90 7,84 ab
120 588D
DMS 1,96

Espacamento Teor
cm %
50 7,61 a
100 6,63 a
DMS 1,24

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o

Teste t ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 23 - Teores de a-humuleno (%) acumulados nas amostras de 6leo essencial
extraido das inflorescéncias 457 DAT de Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2 e

submetido a andlise de regressao polinomial de 2°, Botucatu, Sdo Paulo. UNESP -
2017.
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4.8.6 Teor de a-humuleno nos ramos de Achyrocline satureioides
cv. CPQBA 2

O acumulo de a-humuleno nos ramos n&o apresentou interagdo significativa entre
os fatores, bem como ndo houve diferenca entre eles quando analisados
separadamente (Tabelas 29 e 30).
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Tabela 29 - Teores de a-humuleno acumulados nas amostras de 6leo essencial
extraido dos ramos de Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2, Botucatu, Sdo Paulo.
UNESP - 2017.

Adubacéo Teor
that %
a ° Espacamento Teor
0 11,34 a
cm %
30 11,46a 50 1151 a
60 11,692 100 11.04 a
90 11,59 a DMS 156
12 10,31
0 031la CV (%) 21.36
DMS 2,47
CV (%) 21,36

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o
Teste t ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 30 - Andlise de variancia do teor de a-humuleno nos ramos de Achyrocline
satureioides cv. CPQBA 2, Botucatu, Sdo Paulo. UNESP - 2017.

FV GL SQ QM F

Fator 1 (adubacéo) 4 9.84338 2.46084 0.4237 ns
Fator 2 (espacamento) 1 2.22839 2.22839 0.3837 ns
Interacao F1 x F2 4 16.99416 4.24854 0.7316 ns
Tratamentos 9 29.06593 3.22955 0.5561 ns
Blocos 3 14.30405 4.76802 0.8210 ns
Residuo 27 156.79918 5.80738

Total 39 200.16916

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05)
ns nao significativo (p >= .05)

Leal et al. (2006) obtiveram por hidrodestilacdo a-humuleno como substancia
majoritaria em amostras dos ramos de macela colhidas no Brasil.
Curiosamente as trés substancias quimicas detectadas neste estudo também séo

produzidas e acumuladas pore outras espécies de grande importancia econémica e
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farmacolégica como Cannabis sativa (FISCHEDICK et al.,, 2010) e Varronia
curassavica (CARVALHO JUNIOR et al., 2004; QUEIROZ et al., 2016).

4.9 Teor de flavonoides de Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2 nos

ramos entre 4 idades e nas inflorescéncias 457 DAT

O método espectrofotométrico apresentou, para os dados, linearidade a 425 nm
para as concentracdes estudadas (0-100 pug/mL). A equacdo da regressao linear
média obtida a partir de trés curvas de calibracdo foi: y = 0,0085x - 0,0045; em
absorbancia (nm) pela concentracdo (ug/mL) em equivalentes de quercetina. O
coeficiente de determinacéo obtido foi R*= 0,9989, comprovando a adequacéo do
método ao intervalo avaliado.

Para esta variavel estudou-se a oscilacdo do teor de flavonoides totais
acumulados nos ramos de macela durante as idades em funcdo dos tratamentos
aplicados neste trabalho. Avaliou-se também a oscilacdo dos teores de flavonoides
totais acumulados nas inflorescéncias 457 DAT (Figura 24).

Quando foram comparados os tratamentos aplicados no presente estudo entre as
idades, percebeu-se que o tratamento 60 t ha™ no menor espacamento (281,28
mg/100g) na idade 240 DAT, foi significativo entre os demais, sendo este, também
considerado o maior teor obtido no trabalho (Figura 24). A mesma figura 24 ainda
mostra os resultados do acumulo de flavonoides nas inflorescéncias, os quais foram
em média pelo menos duas vezes maiores em comparacdo com o teor acumulado

nos ramos. Nao houve diferenca estatistica significativa para essa variavel.
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Figura 24 - Teores de flavonoides (mg/100g) acumulados nos ramos de Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2 durante as quatro idades
incluindo as inflorescéncias na ultima coleta, submetidas a cinco teores de adubo organico e dois espacamentos. Sao Paulo,
Botucatu — 2017.
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*Para cada periodo avaliado, as médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste t ao nivel de 5%
de probabilidade.
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O quadro de analises (tabela 31) demonstra os resultados nédo significativos para
o teor de flavondides nas inflorescéncias de macela 457 DAT.

Tabela 31 - Analise de variancia do teor flavonoides nas inflorescéncias de Achyrocline
satureioides cv. CPQBA 2, 457 DAT, Botucatu, Sdo Paulo. UNESP - 2017.

FV GL SQ QM F

Fator 1 (adubacéao) 4 49315.93069 12328.98267 1.3949 ns
Fator 2 (espacamento) 1 7439.29171 7439.29171 0.8417 ns
Interacdo F1 x F2 4 31167.04247 7791.76062 0.8816 ns
Tratamentos 9 87922.26486 9769.14054 1.1053 ns
Blocos 3 39370.80412 13123.60137 1.4848 ns
Residuo 27 238638.18925 8838.45145

Total 39 365931.25823

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nao significativo (p >= .05)

Os resultados dos teores de flavonoides nas inflorescéncias analisados
separadamente entre os fatores estd mostrado na tabela 32. Nao houve diferenca
estatistica no fator espacamento. No entanto, o tratamento 30 t ha™ foi o responsavel

por acumular maior teor de flavonoides (R?=0,8778; Figura 25).
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Tabela 32 - Teor de flavonoides (mg/100g) acumulados nas inflorescéncias 457 DAT
de Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2, Sdo Paulo, Botucatu - 2017.

Adubacéo Teor
that mg/100g Espacamento Teor
0 556,58 ab cm mg/100g
30 594,97 a 50 560,31 a
60 550,45 ab 100 533,03 a
90 545,67 ab DMS 60,94
120 485,69 b
DMS 96,36

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o
Teste t ao nivel de 5% de probabilidade

Figura 25 - Teores de flavonoides (mg/100g) acumulados nas inflorescéncias de
Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2 submetidas a analise de regresséo polinomial de
2° grau, Sao Paulo, Botucatu - 2017.
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Andlise fatorial demonstrou diferenca significativa entre as idades para o teor de

flavonoides acumulados nos ramos de macela entre as quatro idades (Tabela 33). A
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idade 320 DAT (218,88 mg/100g) acumulou maior teor de flavonoides durante o
periodo avaliado no presente estudo.

Tabela 33 - Teores de flavonoides (mg/100g) detectados nos ramos de Achyrocline
satureioides entre as 4 idades: 150, 240, 320 e 457 DAT, S&o Paulo, Botucatu, 2017.

Idade Teor
DAT mg/100g
150 193.42 b
240 212.20 ab
320 218.88 a
457 186.25 b
DMS 16.05

CV (%) 17,89

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o
Teste t ao nivel de 5% de probabilidade.

Trabalhos que correlacionam teores de flavonoides de macela em funcdo de
tratamentos agrondmicos e idade séo raros de se encontrar na literatura cientifica.

Coutinho et al. (2010) estudaram a variacdo da composi¢cado quimica da espécie
Campomanesia adamantium associada a fatores ambientais e fenoldgicos. Foi
observado que conforme aumentava a disponibilidade hidrica, os teores de
flavonoides glicosados aumentavam e os teores de agliconas diminuiam. Sabe-se
gue as substancias fendlicas, especialmente os flavonoides sdo conhecidos pelas
suas importantes funcdes ecoldgicas, tais como: protecdo contra raios UV, na
interacao simbidtica ou patogénica entre plantas e micro-organismos e na interacdo
entre plantas parasitarias. Sendo assim, 0os mesmos autores acreditam que este
aumento pode estar relacionado ao acumulo de flavonoides na superficie da folha
como protecdo aos raios UV e/ou como defesa contra predadores. Ainda foi
observada variacdo dos teores em diferentes estacbes do ano, fato que, segundo os
autores, poderia estar influenciando na oscilacdo da capacidade antioxidante.

Uma curiosidade observada foi em relagdo ao acumulo de flavonoides nos ramos
e nas inflorescéncias 457 DAT, momento em que houve alta precipitagdo hidrica, o
gual foi considerado o teor mais baixo entre as demais idades. Por outro lado, os

teores de flavonoides acumulados nas inflorescéncias sdo os mais altos detectados
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em relacdo aos ramos entre todos os periodos estudados. Uma das hipoteses para
esse resultado pode ser alicercada pela revisdo feita por Gobbo-Neto e Lopes
(2007), onde os autores alertam que, especialmente em estudos de campo e com
plantas anuais, ndo se pode confundir os efeitos da sazonalidade com as alteracbes
metabdlicas, uma vez que as respostas agronémicas e fitoquimicas podem estar sob
0 controle do desenvolvimento regulado internamente pela planta (hormdnios). Ou
seja, entende-se neste caso, que o processo de desenvolvimento da macela, por
conta da producéo de inflorescéncias, pode ter sido o principal redutor do acumulo
de flavonoides nos ramos 457 DAT.

As discussfes de trabalhos agrondmicos relacionadas as respostas fitoquimicas
ficam mais ricas quando ha a correlacdo das substancias quimicas aliadas as
eficiéncias farmacologicas (VENDRUSCOLO et al., 2005). Zayachkivska et al. (2005)
relacionaram o maior conteudo de flavonoides presentes nas inflorescéncias da
macela com a maior atividade farmacolégica. A maioria dos trabalhos com énfase
em atividades farmacoldgicas dos produtos da macela tem estudado apenas as
inflorescéncias e poucos estudos tém investigado as substancias quimicas
presentes nos ramos (LORENZO et al., 2000). Schimidt et al. (2008) verificaram que
0 potencial antimicrobiano proveniente de extratos etandlicos de Baccharis trimera

nao foi alterado significativamente em funcéo do periodo de coleta.

4.10 Fendis totais de Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2 presentes

nos ramos entre 4 idades e nas inflorescéncias 457 DAT

Os dados fornecidos pelo método espectrofotométrico apresentaram linearidade
a 725 nm para as concentracoes estudadas (0-28 pug/mL). A equacédo da regresséo
linear meédia obtida foi y = 0,0153x + 0,0423, em absorbancia (nm) pela
concentracdo (pg/mL) em equivalentes de &cido galico. O coeficiente de
determinacao obtido foi R*= 0,913.

Pode-se observar na tabela 35 e na figura 26 que o teor de fendis totais néo
diferiu significativamente entre os fatores na idade 150 DAT. Na idade seguinte (240
DAT) nédo houve interacdo e diferenga significativa entre os fatores. No entanto, foi
detectado nessa idade o maior teor de fenodis totais (159,34 mg.100g™) entre as

demais idades. A idade 320 DAT néo apresentou diferenga estatistica significativa
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entre os fatores. Na ultima idade, 457 DAT (ramos), ndo foi detectada interacao
entre os fatores, mas houve diferenca estatistica significativa no tratamento 90 t ha™
(151,15 mg 100g™) no menor espacamento e 120 t ha™* (151,01 mg/100g) no maior
espacamento.

Para as inflorescéncias, nota-se que houve interagéo significativa entre os fatores
(120 t ha) com destaque para o teor 60 t ha™ (151,18 mg.100g™") no menor
espacamento e 30 t ha™* (154,50 mg.100g™) no maior espacamento.

No geral percebe-se que ndo houve grande variacdo de fendis totais entre os
fatores e entre as idades nos ramos, ja que a diferenca entre 0 menor e 0 maior
valor detectado foi de apenas 35 mg/100g. Nas inflorescéncias o mesmo fato pode

ser observado com uma diferenca ainda menor, de apenas 16 mg/100g.
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Tabela 35 — Fendis totais (Mg/100g) acumulados nos ramos durante as 4 idades e nas inflorescéncias aos 457 DAT, Séo Paulo,

Botucatu - 2017.

Espacamentos 50cm 100 cm
Teor de adubo Otha™ 30tha™ 60 t.ha™ 90tha’  120t.ha™ Otha™ 30tha™ 60 t.ha™ 90 t.ha™ 120 t.ha™ CV%
150 DAT 124,61aC  127,99aC 133,82aB  129,03aC  132,90aB 127,41aB 132,23 aB 131,11 aC 126,74 aC 129,11aB 3,93
240 DAT 155,30aA 153,85 aA 155,39 aA 159,34 aA 154,73 aA 147,96aA  154,54aA 150,88aA 156,43aA 156,34aA 3,56
320 DAT 137,35aBC 138,84 aBC  141,46aB 143,66 aB 142,87 aAB  140,45aA 14594 aA 136,57 aBC  136,79aBC  137,11aB 4,31
457 DAT* 139,73abB  141,05abAB  137,81bB  151,15aAB 149,78abA  146,26abA 144,59bAB 146,21 abAB 14565 abAB 151,0l1aA 5,82
457 DAT** 148,20abA  148,09abA  151,18aA  143,37TbA  147,25abA  148,38abA  154,50aA 145,92bcA 144,51bcA 138,94cB 3,64

*Ramos; **Inflorescéncias
As médias seguidas pela mesma letra mintscula na linha (fator adubacdo e espacamento) e letra mailscula na coluna (idade) ndo diferem estatisticamente

entre si. Foi aplicado o Teste t ao nivel de 5% de probabilidade.




110

Figura 26 — Fendis totais (mg/100g ') acumulados nos ramos durante as 4 idades e nas inflorescéncias aos 457 DAT, S&o Paulo,
Botucatu - 2017.
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*Para cada periodo avaliado, as médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste t ao nivel de 5%
de probabilidade.
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Houve diferenca estatistica significativa entre as idades apenas para o fator
adubacao, sendo 240 DAT (154,48 mg/100g) a idade que se destacou (Tabela 36).

Tabela 36 - Teores de fendis totais (mg/100g) detectados nos ramos de Achyrocline
satureioides cv. CPQBA 2 entre as 4 idades: 150, 240, 320 e 457 DAT, Séao Paulo,

Botucatu, 2017.

Idade Teor
DAT mg/100g
150 129,49 d
240 154,48 a
320 140,10 c
457 145,32 b
DMS 4,05

CV (%) 6,43

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o

Teste t ao nivel de 5% de probabilidade.

4.11 Polifendis de Achyrocline satureioides cv.

presentes nos ramos e nas inflorescéncias 457 DAT

CPQBA 2

No presente estudo foram analisados os teores das seguintes substancias

guimicas presentes nos extratos dos ramos e das inflorescéncias de macela 457

DAT: 3-O-metilquercetina, luteolina, quercetina, acido cafeico, rutina e trans-ferulico

(Figura 27).
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Figura 27 - Perfil do extrato hidroalcodlico de amostras de inflorescéncias de
Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2. (1) &cido cafeico, (2) trans-ferulico, (3) rutina, (4)

guercetina, (5) luteolina e (6) 3-O-metilquercetina, Sdo Paulo, Botucatu - 2017.
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Os maiores teores detectados nas amostras das inflorescéncias foram: 3-O-
metilquercetina (323,45 mg/100g), seguido de rutina (216,82 mg/100g), quercetina
(143,01 mg/100g), luteolina (79,98 mg/100g), acido cafeico (52,31 mg/100g) e trans-
ferdlico (37,79 mg/100g). Nos ramos, 0s maiores teores detectados foram: &cido
cafeico (105,63 mg/100g), seguido de trans-ferulico (29,09 mg/100g) e quercetina
(13,80 mg/100g). Curiosamente, 3-O-metilquercetina, maior teor detectado nas
inflorescéncias, foi o menor teor acumulado nos ramos (1,38 mg/100g), sendo
luteolina e rutina ausentes (Tabela 37).



113

Tabela 37 - Principais polifenois (mg/100g) detectados nos extratos de Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2 aos 457 DAT submetidos

a analise fatorial entre os tratamentos, Sao Paulo, Botucatu - 2017.

Espagamento (cm) 100
Teor de adubo (t ha™) 0 30 60 90 120 60 90 120
3-O-Metilquercetina* 1,02bcA 1,31abA 0,98cA 1,38aA 1,09bcA 1,23aA 1,28aA 1,17aA
3-O-Metilquercetina** 247,14bB 283,14abA 277,66abA 286,97aA 281,33abB 260,98cA 281,40bcA 323,45aA
Luteolina* 0 0 0 0 0 0 0 0
Luteolina** 58,35bA 74,96aA 74,29aA 67,75abA 69,74abA 61,16bB 65,62bA 63,71bA
Quercetina* 9,10cB 11,02abA 11,92bB 11,14abA 12,17aA 13,80aA 10,14bA 12,44abA
Quercetina** 108,84bB  117,02abB  118,86abA  118,94abA  130,93aA 108,84cA 126,92bA 143,01aA
Acido cafeico* 92,54aA 64,40cdA 48,25dB 70,15bcA 86,80abA 77,39bA 73,40bA 80,87bA
Acido cafeico** 48,68aA 45,89abA 43,13abA 37,73bB 43,77abA 37,03bA 52,31aA 41,73bA
Rutina* 0 0 0 0 0 0 0 0
Rutina** 149,47bcA 216,82aA 142,13cA 141,07cA 182,10abA 156,80abA 168,41aA 154,72abA
Trans-fertlico* 23,45¢cB 28,90abA 25,57bcB 29,09aA 29,08aA 28,98aA 28,91aA 27,84aA
Trans-ferulico** 34,59abA 35,66aA 35,69abA 34,56abA 34,52bA 35,66abA 34,58bA 35,63bA

*Ramos; *Inflorescéncias
As médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha (fator adubacao e espagamento) e letra maidscula na coluna (ramos e inflorescéncias) néo

diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste t ao nivel de 5% de probabilidade.
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Os polifendis de maior interesse presentes na macela para a medicina atual sdo:
3-O-metilquercetina, quercetina e luteolina (CARINI et al., 2014; 2015). Dentre estas
substancias, percebe-se que 3-O-metilquercetina acumulou maiores teores nas
inflorescéncias assim como a luteolina. Por outro lado, foram detectados teores
baixos para quercetina nesta parte vegetal em relacdo aos ramos, no qual esta
tltima substancia se destacou em relacdo ao 3-O-metilquercetina, sendo luteolina
ausente.

Houve interacdo significativa entre os teores de 3-O-metilquercetina detectados
nas inflorescéncias, sendo a maior dose de adubo no maior espagamento o
tratamento que acumulou maior teor (323,57 mg/100g). Curiosamente o0s teores
dessa substancia foram extremamente baixos nos ramos (1,38 mg/100g). Luteolina
também se destacou nas inflorescéncias, sendo 30 t ha™ no maior espacamento
(79,98 mg/100g) significativo entre os demais tratamentos.

N&o foi detectada luteolina nas amostras dos ramos. Foi detectada interacao
significativa para a quercetina, sendo 0s maiores teores acumulados nos ramos no
tratamento 120 t ha™ no maior espacamento (143,01 mg/100g).

Quercetina, considerada uma das principais substancias da macela, é também
uma das principais substancias responsaveis pela inibicdo da peroxidacéo lipidica
através do sequestro de espécies reativas ao oxigénio (OHSHIMA et al., 1998). De
Sousa et al. (2002) detectaram a presenca de luteolina, quercetina, e 3-O-
metilquercetina nos extratos de macela através de cromatografia liquida.

Quercetina ja foi investigada como potencial anti-inflamatério e agente anti-
hepatotdxico, antiespasmédico e antiulceroso, gastroprotetora, antioxidante, anti-
hipertensiva, anti-alérgica e antimicrobiana (LASTRA et al.,, 1994; FORMICA &
REGELSON, 1995; GORDON & ROEDIG-PENMAN, 1998; HARBOURNE &
WILLIANS, 2000; GATTO et al., 2000; ARREDONDO et al., 2004; DIAZ & HEINZEN,
2006).

A luteolina foi utilizada com eficacia como agente vasodilatador e antiplaquetério
(SANTOS et al., 1999). 3-O-metilquercetina possui atividade antiviral (FORMICA &
REGELSON, 1995), além de ter sido recentemente estudada para atividade
anticancer (CARINI et al. 2015).

Martino et al. (1989) encontraram acidos cafeicos em infusbes e extratos
etanolicos de ramos de macela. Lopez et al. (1996) analisaram quali e

guantitativamente os derivados de acidos cafeicos provenientes de oito amostras
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comerciais de macela. Lopez et al. (2006) avaliaram quail e quantitativamente via
HPLC os teores de acidos cafeicos em amostras de ramos de A. satureioides, A.
tomentosa, A. alata e A. flaccida, sendo esta Ultima a que apresentou menores
teores dessa substancia quimica.

Asolini et al. (2006) identificaram grande variacdo de substancias fendlicas nos
diferentes tipos de chas, incluindo a macela. Petrovick et al. (2010), estudaram o
extrato seco de macela. Os autores identificaram quercetina (0,38%), luteolina

(0,17%) e 3-O-metilquercetina (0,88%) como os principais polifendis.
4.12 Atividade antibacteriana

No presente estudo, o Oleo essencial das inflorescéncias de macela, nas
concentracdes de 2,4 a 5,0 pg.mL™, ndo proporcionaram inibicdo suficiente de
Staphlilococcus aureus e Escherichia coli.

Como pode ser visto na figura 28, as tonalidades ndo se alteraram de forma
padronizada, atingindo apenas a coloracao lilds. Para que pudesse ser visualizada
acdo antibacteriana dos teores de 6leo em relagdo ao controle, tonalidades proximas
ao azul deveriam ser atingidas a medida que os teores de 6leo essencial

aumentassem.
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Figura 28 - Placa de 96 pocgos utilizada no experimento de microdiluicdo apos adi¢éo

de resazurina, Botucatu, Sdo Paulo - 2016.

Na literatura, foram encontrados artigos com diferentes resultados quanto a
determinacao da atividade antibacteriana do 6leo essencial da macela.

Gonzales e Marioli (2010), em pesquisa realizada na Argentina, testaram o 6leo
essencial de macela contra a bactéria Paenibacillus larvae e obtiveram resultados
semelhantes ao do presente estudo. As amostras de 6leo essencial de macela néo
foram eficazes para inibir o crescimento da bactéria testada. Sonaglio et al. (1992),
utilizando 6leo essencial provenientes das inflorescéncias da macela, também nao
verificaram atividades antimicrobianas contra S. aureus, E. coli e Candida albicans.
No entanto, 0s mesmos autores e no mesmo trabalho, sugerem que essa atividade
relatada pela etnofarmacologia e observada em testes farmacoldgicos, possa ser
causada por outras substancias presentes nas inflorescéncias ou mesmo nos ramos
da macela.

Outras pesquisas demonstram potencial da macela contra outras bactérias, como
a realizada por Mota et al. (2011a). Os autores, estudando a atividade antibacteriana

in vitro de inflorescéncias de macela sobre agentes bacterianos, constataram que os
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extratos provenientes das inflorescéncias de macela promoveram capacidade de
inibicdo in vitro sobre os quatro indculos bacterianos testados: Enterococcus faecalis,
S. aureus, E. coli e Staphylococcus enteritidis. Esses resultados se diferenciam da
presente pesquisa, pois outras variaveis foram consideradas tais como, tempo,
formas de extracdo (uma hidroalcodlica e duas por decocgdo, com e sem
reconstituicao hidrica), e presenc¢a ou auséncia de desinibidores bacterianos.

Joray et al. (2013) também obtiveram resultados positivos quanto a acéo do 6leo
essencial da macela contra as bactérias testadas. Os autores concluiram que os
compostos 23-metil-6-O-desmetilauricepirona, quercetina e 3-O-metilquercetina,
obtidos de macela, apresentam efeito sinérgico ou aditivo na inibicdo do crescimento
de E. coli e S. aureus.

Apesar de serem poucos os trabalhos que tenham estudado as atividades
antibacterianas dos Oleos essenciais de macela, sabe-se que as industrias
farmacéuticas tém buscado novas moléculas capazes de inibir a proliferacdo ou a
morte das bactérias, uma vez que elas possuem, dentre outras capacidades, a de
adquirir resisténcia aos antibidticos sintéticos (NAGAPPAN et al., 2011).

Pesquisas que avaliem o uso de 6leos essenciais com ag¢do antimicrobiana sédo
justificadas também porque € comum encontrar na literatura cientifica artigos que
comprovem a atividade antibacteriana desses compostos de diferentes espécies,
como, por exemplo, as pesquisas de Prabuseenivasan et al. (2006) que verificaram
eficacia dos 6Oleos de 19 das 21 espécies testadas, de Park et al. (2016) com 6leo
essencial de Eucalyptus globulus e Singh et al. (2015) com 6leo essencial de
Mentha piperita.

Diante desses resultados, acredita-se que para haver atividade antibacteriana, é
possivel que a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do 06leo essencial de macela

deva ser maior que 5,0 ug.mL™.



118



119

5 CONCLUSOES

Pode-se inferir com estes resultados que nao houve interacdo significativa entre
os fatores analisados para a maioria das variaveis testadas. Houve interacao
significativa apenas entre os teores de 3-O-metilquercetina detectados nas
inflorescéncias, sendo a maior dose de adubo no maior espagcamento o tratamento
gue acumulou maior teor (323,45 mg/100g). As concentracdes de Oleo testadas para
atividade antibacteriana ndo foram suficientes para atingir a concentragdo minima
inibitéria. Por fim, entende-se que a cultivar CPQBA 2 atingiu valores satisfatorios
para a maioria das varidveis com teor de adubacdo ao redor de 30 t ha™ e

espacamento de 50cm entre plantas e entre linhas.
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6 ANEXO

TERMO DE RESPONSABILIDADE PARA TRANSPORTE DE AMOSTRA DE
COMPONENTE DO PATRIMONIO GENETICO

Exclusivo para amostra usada em projeto de pesquisa sem potencial de uso
econdmico, que nao requeira deposito definitivo da amostra ou parte da
mesma na instituicdo onde sera realizada a pesquisa

O Termo de Responsabilidade para Transporte de Amostra de Componente do
Patriménio Genético foi instituido para controlar o transporte de amostras de
patriménio genético, existente em condi¢cdo in situ, no territdrio nacional, na
plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, mantidas em condicdo ex
situ, destinadas a instituicbes de pesquisa nacionais e de outros paises, com base
nas seguintes premissas:

a) 0 reconhecimento de que o intercambio do patrimbnio genético realizado
entre instituicbes de pesquisa e desenvolvimento nas &reas biolégicas e
afins, sediadas no Brasil e no exterior, é fundamental para o avanco do
conhecimento sobre a biodiversidade brasileira; e

b) a necessidade de garantir o cumprimento do disposto na Convencéo sobre
a Diversidade Biol6gica — CDB, em especial, a soberania nacional sobre a
biodiversidade, o consentimento prévio fundamentado e a reparticdo de
beneficios decorrentes do uso do patriménio genético.

Instituicdo responséavel pela(s) amostra(s): Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho”, campus Botucatu.

Representante Legal: M.Sc. Daniel Garcia
Coordenador do projeto de pesquisa: Prof. Dr. Lin Chau Ming

Titulo do projeto de pesquisa: Desenvolvimento vegetal, analise fitoquimica do
6leo essencial, analise quali e quantitativa de flavonoides do extrato
hidroalcod6lico com énfase no acumulo de quercetina, 3-O-metilquercetina e
luteolina de Achyrocline satureioides cv. CPQBA 2 em funcé&o de teores de adubo
organico, espacamentos e quatro coletas

Responséavel pelo transporte da(s) amostra(s): M.Sc. Daniel Garcia

Instituicho de destino da(s) amostra(s)/pais: Universidade de Xangai Jiao
Tong/China

Discriminacdo da(s) amostra(s) a ser(em) transportada(s): serdo transportadas
amostras de Achyrocline satureioides em forma de p6 e o produto em forma de
O0leo essencial. Todas amostras estardo devidamente armazenadas em
eppendorfs e acomodados em caixas de isopor.
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A instituicdo remetente e o coordenador do projeto de pesquisa acima
especificado, considerando o disposto na Convencgéo sobre a Diversidade Bioldgica,
na Medida Provisoéria n°® 2.186-16, de 23 de agosto de 2001, no Decreto n° 3.945, de
28 de setembro de 2001, alterado pelo Decreto n° 4.946, de 31 de dezembro de
2003, e na Resolugédo n° 15, de 27 de maio de 2004, do Conselho de Gestdo do
Patriménio Genético, comprometem-se a utilizar as amostras de patriménio genético
a serem acessadas no projeto de pesquisa de acordo com as seguintes condi¢des:

1. O material transportado devera ser utilizado para o desenvolvimento de
pesquisas sem potencial de uso econdémico, em estrita observancia ao exposto
no projeto de pesquisa acima especificado.

Modelo padronizado de etiqueta de adverténcia a ser afixada no exterior da
embalagem contendo a amostra de componente do patrimdnio genético
transportada. Quando pertinente, serd acompanhada de etiqueta na versao inglesa,
espanhola ou francesa.

ATENCAO!

AMOSTRA DE PATRIMONIO GENETICO DO BRASIL
(Material Biol6gico)

USO EXCLUSIVO EM PESQUISA SEM VALOR COMERCIAL

De acordo com Resolucao n° 15, de 27 de maio de 2004,
do Conselho de Gestdo do Patriménio Genético
(Medida Proviséria no 2.186-16, de 2001)
http://www.mma.gov.br/port/cgen
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