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RESUMO GERAL

A arnica Lychnophora ericoides Less) tem uso medicinal e toda a planta em
infus&do no alcool é usada externamente em machs@doontusdes, como anestésico e
cicatrizante. Sdo também produzidas pomadas parmessnos sintomas. Trabalhos
cientificos citam que a espécie. ericoides apresenta um poder antiinflamatorio
surpreendente. Empresas de cosméticos tém fabiseddmete de arnica, indicando-o para
eliminar asperezas, rachaduras e suavizar hema®mastusdes. Sua exploracao é feita
por extrativismo. Apresenta baixa germinacao deesd¢@s e seu cultivo ndo é praticado.

Devido ao uso intensivo da espétieericoides, torna-se importante e urgente a
obtencao de informacgdes sobre o comportamento gativo de suas sementes para fins de
conservacao a longo prazo, visando o manejo daiespg€importancia da conservacao é
reforcada pela identificacdo de populactes de armmen diferencas de porte da planta e
aroma caracteristico da espécie.

O estudo da conservacdo do germoplasma, atravéealise do comportamento
germinativo de aquénios em diferentes temperatupad-tratamentos, associado ao estudo
da variabilidade genética de ericoides, podera fornecer subsidios para a conservagao
situ de aquénios a longo prazo e 0 manejo sustentadspiie.

Os objetivos deste trabalho foram: (1) analisanangjficar a variabilidade genética
entre as populacdes de arnica por meio de marca&®#BD; (2) definir quais as melhores
condicbes para a germinagdo de arnica bem comoamaad possibilidade de sua
conservacgédo a longo prazo sob temperaturas amtzsiehtéxas temperaturas {00 -20C
e -196C).

Foram amostradas quatro populagdes na regiao gedmooa do Distrito Federal:
Parque Nacional de Brasilia (duas popula¢des, uamdica-APA e outra ndo aromatica-
APN), Fazenda Agua Limpa - UnB (uma populacdo atmad AL) e Jardim Botanico de
Brasilia (uma populacdo com individuos de menotepemao aromatica-JBB). Folhas de
24 individuos de cada regido foram coletadas. OADNram extraidos de acordo com o
protocolo CTAB 2%. De um total de 147 iniciadorestados foram selecionados 15,
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totalizando 60 bandas polimérficas. Marcadores R&RBlecionados foram analisados
com a utilizacdo dos programas NTSYS e Amova. Qddmgrama obtido pelo método
UPGMA e o coeficiente de dissimilaridade Dice ewidaram quatro agrupamentos
consistentes. A anélise de AMOVA mostrou uma pesgeam variabilidade genética entre
populacdes de 35,7% e dentro de populactes de 64\déenciando uma alta variagao
entre e dentro de populacdes, sendo um importasidtado para definicdo de uma
estratégia de conservacao da espécie que se emeansituacao vulneravel a extingcao.

No experimento sobre a germinacdo foram avaliadssefeitos de nove
temperaturas e trés tratamentos pré-germinativisesa germinacdo que aquénios
selecionados pelo teste densimétrico em agua at#stitemperaturas constantes de 5°C,
10°C, 15°C, 20°C, 25°C, 30°C, 35°C, 40°C e alterdad?20-30°C em presenca de nitrato de
potassio (KNQ) acido giberélico (G4 e HO (testemunha). As maiores porcentagens de
germinacdo foram obtidas a’®0na presenca de agua e a 20c36m presenca de KNO
76,5% e 81,5%, respectivamente, ndo havendo d@arsignificativa entre estes.

A germinagdo dos aquénios selecionados e dos néciseados pelo teste
densimétrico foi avaliado no experimento de corsgv a longo prazo, armazenados a
-196°C , -20C, 10C e temperatura ambiente durante o periodo de wycam avaliagdo
bimestral. Os dados mostraram que 0s aquénios rdeaandao sofreram reducdo da
germinabilidade quando submetidos as baixas termyvasanos periodos analisados,
demonstrando que as sementes de arnica sao orsodoxa

O material selecionado apresentou uma porcentagaiiarde germinacéao variando
entre 55,5% e 73,5% e uma uniformidade germinaéwa todas as condi¢cdes do
experimento. Ja 0os aquénios ndo selecionados apae® uma porcentagem média de
germinacao, entre 12% e 30,5%, além de um comperimgerminativo desuniforme
guando comparado ao material selecionado. O testsirdétrico promoveu uma efetiva

selecao de aquénios, aumentando a quantidade ériaggerminados.

Palavras chaves: Arnica, andlise genética, gerr@maconservacao ex situ, planta

medicinal.
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ABSTRACT

Arnica (Lychnophora ericoides), is a shrub up to 3m height, which is associated
with high altitudes (900-1800m) and rocky soilghe Cerrado biome, mainly in the states
of Minas Gerais, Goias and the Federal Districtrdaitional medicine, arnica leaves are
used in alcoholic infusion beverages and extrastsamti-inflammatory and to treat
contusions. Also they are produced cosmetic foistimae symptoms. Scientific works cite
that speciek. ericoides presents a surprising antiinflammatory power. Catsntompanies
have manufactured saoap of arnica, indicating ieliminate cracks and to alleviate
hematomas and bruises. Its exploration is made Xyatavismo. It presents low
germination of seeds and its culture is not pradtis

Had ericoides the intensive use of species Lattenment of information becomes
in the long run important and urgent on the germwoabehavior of its seeds for
conservation ends, aiming at the handling of thecss. The importance of the
conservation is strengthened by the identificabbpopulations of arnica with differences
of transport of the plant and characteristic arafthe species.

Arnica biology and ecology are scarce studied. @mmggL. ericoides intensive
use, information on the germinative behaviourlofericoides achenes became very
important for germplasm conservation.

The main objectives of this work were (1) to amalsnd quantify the genetic
variability among Arnica populations using RAPD kes; and (2) to evaluate the
temperatures and pre-germinative treatments ogaathenes germination, and the effect
of several tempetatures on achenes viability.

For the genetic studies, leaves from four poputetipom the Federal District, Brazil
were sampled, based on their geographic distant®m@anoleptic characteristics: Parque
Nacional de Brasilia - (2 populations, one scent@®A, and other non-scented - APN),
Fazenda Agua Limpa - UnB (1 scented populationdl, Jardim Botanico de Brasilia (1
population lower height and non-scented). Scored®BAnarkers (Random Amplified
Polymorphic DNA) were analised using NTSYS and AM®O¥oftware. The results
indicate a high dissimilarity among populationsthwan index of 67%. The dendogram
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obtained by UPGMA method and Dice’s coefficient wied four consistent cluster. An
AMOVA analysis presented 35,7% variation among patans, and 64,3% within
populations, showing a high variation among popaitet.

For the germination studies, achenes selected base@nsimetric method, were
used constant temperatures of 5°C, 10°C, 15°C,,2P8¢C, 30°C, 35°C, 40°C and
alternating 20-30°C in the presence of potassiumtei (KNGQ) giberelic acid (GA) and
H.0. After the determination of the best germinatmndition, samples from selected and
non selected achenes by densimetric method weredstt -196C, -20C, 1C and
environment temperature during one year. Germiitahvas evaluated every two months.
The highest germination percentages were obtaihectabation tempertatures of highest
20°C, in the presence ofB (76.5%) and 20-3C, in the presence of KN@81.5%), with
no statistical significant difference between thege values. Arnica achenes did not have
reduced their germinability when stored at low tengpures, during the experiment time,
showing that arnica seeds can be considered ortoflelected achenes presented a
germination average percentage varying between%s@abd 73.5%, and a germinative
uniformity in all experiemental conditions. Non eeted achenes showed a germination
average percentage between 12% and 30.5%, bedmegldsuniform germinative
behaviour when compared to the selected achenesimetric test promote an effective
selection of achenes, increasing the number ofssgedninated.

This is an important result for conservation sggtéor such species considered
vulnerable to extinction. Also, it indicates thaes collection must consider a large number
of populations sampled, preserving a higher gertbtiersity of this species from different

locations.

Key words: arnica, genetic analysis, germinati@mservation, medicinal plants
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INTRODUCAO GERAL

O Cerrado ocupa uma area de aproximadamente 2esiltié krf, representando
cerca de 23% do territorio brasileiro, possui ultealziodiversidade, com cerca de 160.000
espécies descritas, incluindo plantas, animaisigds. O numero de arbustos e arvores no
cerradosensu stricto pode exceder a 800 espécies, das quais aproxinada®h0% sao
endémicas. O Cerrado é considerado um dos ecasast@ais ameacados do Brasil, ao
lado da Floresta Atlantica, principalmente devidexpanséo da fronteira agricola.

O Cerrado contém uma flora medicinal riquissimaudss realizados pelo Projeto
PROBIO em 2005 (Projeto de Conservagdo e UtilizaB&etentavel da Diversidade
Biologica Brasileira) relatam cerca de 700 espéditizadas na medicina popular. Porém a
grande maioria destas espécies requer estudo®bagie viabilizem sua conservacao.

Apesar da riqueza floristica existente no Cerradia grande importancia de seu
uso medicinal pela populacéo, as estimativas meisstas citam que menos de 1% deste
potencial j& foi quimicamente estudado (GottlielL@pud Plottikin 1991). Gottlieb &
Kaplan (1990) advertem que, considerando o potetasiandmico disponivel e a enorme
velocidade de extincdo de espécies pela destrdigi®eus ecossistemas, € provavel que
nem 5% destas sejam adicionadas ao conhecimeptmniNg| antes que sejam extintas. Da
flora do cerrado, € provavel que menos de 3% jaaensido estudado cientificamente.

Nos ultimos anos a flora do Cerrado tem desperitagoesse de muitos setores da
industria, em particular do ramo farmacéutico. Asabdberta de novos e importantes
principios bioativos no Cerrado tem provocado ummexto no extrativismo das plantas
ditas medicinais, e com isso acelerando o procgssxtincdo de muitas destas espécies.
Este fato vem chamando a atencdo para a necesstdadstudos preconizando-se
alternativas de recuperacdo e conservacao dosseecoaturais, antes que muitas destas
espécies desaparecam sem terem sido estudadas.

Em uma avaliagdo da situacdo das plantas nativa€etmado com potencial
econdmico, Barros (1997) constatou que: (a) a egdetdo Cerrado abriga uma grande
riqueza de espécies Uteis ao homem; (b) parte dbecimento destas espécies estd nas

maos de leigos, como mateiros e raizeiros, queasiwigzes usam as plantas de maneira

2



predatdria, arrancando as estruturas férteis; desmatamento aleatério causado pela acao
antropica (instalagdo de nucleos urbanos) vem dizita rapidamente a flora nativa,
causando desequilibrio ecoldgico entre as planadaeina dependente; (d) héa falta de
dados sobre o “status” de conservacédo das plgmés fato de ndo existirem planos de
manejo adequados; (e) finalmente, ha pouco integsisparte dos 6rgdos governamentais
no sentido de criar programas experimentais de jmamede fiscalizacdo do uso das
espécies vegetais para a garantia de sua presewdegado as geracdes futuras.

A conservacao de plantas medicinais do Cerradméafuental como estratégia
para garantir a sobrevivéncia da sua variabilidgettica, possibilitando futuros trabalhos
de prospeccédo génica e de metabdlitos secundarios.

Varias espécies da flora do Distrito Federal podentonsideradas “ameacadas de
extincdo”, pelo numero reduzido de individuos, genem alvo de extrativismo predatorio
ou por predominarem em ambientes ou locais muitnevaveis a acao antropica. Este
elenco inclui, entre outras, laychnophora ericoides (Vieira et al, 1994; Filgueiras &
Pereira, 1994), presente inclusive na Lista OfidelEspécies Ameacadas de Extincao -
IBAMA (Sociedade Botanica do Brasil, 1992), queahocou na categoria das espécies
vulneraveis, i. e., pertencente aos “taxa” cujasutecdes encontram-se em declinio em
consequéncia de sua exploragcdo excessiva, destrdiggihabitats ou outra alteracéo
ambiental e cuja sobrevivéncia definitiva ainda tétha sido assegurada, o que podera
levar a espécie a extincao.

A velocidade de extingdo das espécies no Brasdaraundo somente a perda de
substancias terapéuticas valiosas, mas tambémmis geie codificam enzimas com uso
potencial no melhoramento vegetal e estudos bitgfkins de novos produtos naturais.
Dessa forma, o estudo da variabilidade genéticaedpgcies presentes nesse tipo de
ambiente é de suma importancia para avaliar a piidede de persisténcia das espécies
nos remanescentes de Cerrado.

Muitas das espécies da familia Asteraceae estae est plantas medicinais
brasileiras utilizadas popularmente. Andlises fitogjacs de espécies desta familia
encontraram, entre as substancias produzidas,nExteesquiterpénicas, diterpenos,
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flovondides e oliacetatos. Em testes bioldgicosfolaas demonstraram pronunciada
atividade citotoxica, antiinflamatoria, antifungia flavonodides, atividade citotoxica,
antimicrobiana, diurética, antioxidante e alelogg{iParon, 2002).

Uma das espécies mais comuns E. &icoides, muito utilizada popularmente
devido suas propriedades. Estudos de atividadédiaa revelaram efeitos antiinflamatério
do extrato polar (Rizzo, 1981). O extrato brutdiliado das folhas foi testado quanto a
atividade analgésica em ratos, com resultados bamtels aos da dipirona.

Os estudos sobre a ecologia e a biologia de afhicericoides) sdo escassos.
Devido ao uso intensivo, torna-se importante e nigyea obtencdo de informacdes
cientificas visando futuramente o manejo racional espécie, evitando o0 seu

desaparecimento.

OBJETIVO GERAL

Conhecer e avaliar a variabilidade genética entrengro de 4 populacdes de arnica
(Lychnophora ericoides) e gerar conhecimentos baseados em ensaios dengefim e
conservacao de sementes, contribuindo com inforesagevantes para a conservagao

situ da espécie.

Objetivos Especificos:

1. Analisar e quantificar a variabilidade genégo#re as populacdes de arnica por meio de
marcadores RAPD e esclarecer se as diferencasrtheeppresenca ou auséncia do aroma
caracteristico da espécie reflete em diferencaétipais entre as populacdes analisadas.

2. Definir quais as melhores condi¢cfes para a gegdio de arnica bem como avaliar as
possibilidade de sua conservacdo a longo prazoteoperaturas ambiente a baixas

temperaturas (¢, -20C e -196C ).
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CAPITULO 1
ANALISE DA VARIABILIDADE GENETICA DE ARNICA (Lychnophora ericoides
Less.) USANDO MARCADORES RAPDs

RESUMO

A arnica (ychnophora ericoides Less.) é um arbusto de até 3,0 m que ocorre ensloca
ingremes e rochosos em areas elevadas entre 9580@& rh no bioma Cerrado,
particularmente nos Estados de Minas Gerais, Geiddistrito Federal. Na medicina
popular, as folhas de arnica sdo usadas em forrgardefadas e tinturas como cicatrizante
para tratar contusfes. O objetivo deste traballamadisar e quantificar a variabilidade
genética entre e dentro de populacdes de arnicenpir de uso de marcadores RAPDs
(Random Amplified Polymorphic DNA). Foram usadathé&s expandidas e sadias de
quatro populac¢des no Distrito Federal, baseadouandistancia geografica e caracteristicas
organolépticas: Parque Nacional de Brasilia (2 fag@ies, uma aromatica e outra ndo
aromatica), Fazenda Agua Limpa - UnB (1 populag&matica), e Jardim Botanico de
Brasilia (1 populacdo de menor porte e ndo aroajatiarcadores RAPDs (Random
Amplified Polymorphic DNA) escoreados foram analiga com a utilizagdo do programa
NTSYS e AMOVA. Os resultados indicam uma alta cdisksiridade entre populacdes, com
um indice de 67%. O dendrograma obtido pelo métde&sMA e coeficiente de
similaridade Dice evidenciou quatro agrupamentassistentes. A analise de AMOVA
mostrou uma variabilidade genética entre populad@e35,7% e dentro de populagdes de
64,3%, evidenciando uma alta variacao entre popekcEste é um importante resultado
para definicdo de estratégias de conservacdo deciesgue se encontra em situacao
vulneravel a extincéo, indicando que a conservdeds®ementes deve considerar um grande
numero de populagdes, no sentido de salvaguardar digersidade genética da espécie

existente nos diferentes locais de ocorréncia.

Palavras-chaves: arnica, analise genética, recgest&icos, marcador molecular



ABSTRACT

Arnica (ychnophora ericoides), is a shrub up to 3m height, which is associatgl high
altitudes (900-1800m) and rocky soils in the Cesratdbme, mainly in the states of Minas
Gerais, Goias e the Federal District. In the trad#dl medicine, arnica leaves are used in in
alcoholic infusion beverages and extracts as aflfasnmatory and to treat contusions. The
main objective of this work was to analise and dif\athe genetic variability among arnica
populations using RAPD markers. Leaves from foynpations from Federal District, Brazil
area were sampled: Parque Nacional de Brasiliapoffulations, one scented, and other
non-scented), Fazenda Agua Limpa - UnB (1 scentgilation), e Jardim Botanico de
Brasilia (1 population lower height and non-sceht&tored RAPD markers (Random
Amplified Polymorphic DNA) were analised using NTSYand AMOVA software. The
results indicate a high dissimilarity among popolas, with an index of 67%. The
dendogram obtained by UPGMA method and Dice’s amefit showed four consistent
cluster. An AMOVA analysis presented 35,7% variateimong populations, and 64,3%
within populations, showing a high variation amgagulations. This is an important result
for conservation strategy for such species constieminerable to extinction. Also, it
indicates that seed collection must consider aelaigmber of populations sampled,

preserving a higher genetic diversity of this spedrom different locations.

Key words: arnica, genetic analysis, genetic resegjrmolecular marker.



INTRODUCAO

O Cerrado latu sensu) ocupa uma area de aproximadamente 2 milhdes de km
representando cerca de 23% do territorio brasjldistribuido principalmente no Planalto
Central (Furley & Ratter, 1988). Este Bioma corest# uma vegetacdo heterogénea, desde
floresta mesofitica até uma vegetacao savanica,arbostos e arvores de pequeno porte
(cerradaosensu stricto) e campos, que podem ou ndo apresentar arvorees@s esparsos.
Muitos fatores podem afetar a distribuicdo das @spéde plantas no Cerrado, como o
clima, fertilidade e pH do solo, disponibilidade dgua, geomorfologia e topografia,
latitude, frequéncia de fogo e fatores antrépiedém da interacdo complexa entre estes
fatores (Furley & Ratter, 1988). O Cerrado possuaualta biodiversidade, com cerca de
160.000 espécies descritas, incluindo plantas, arim fungos. O namero de arbustos e
arvores no cerradsensu stricto pode exceder a 800 espécies, das quais aproxineatam
40% sao endémicas (Ratet@al., 1997).

O Cerrado € considerado um dos ecossistemas maéados do Brasil, ao lado da
Floresta Atlantica, principalmente pela expansafatdeira agricola, e praticamente nada
se sabe a respeito da diversidade genética dasiespe® como ela estd organizada
espacialmente nesse bioma. Atualmente, cerca dell@es de hectares do Cerrado estao
ocupados com areas agricolas, como pastagensadaliyculturas anuais e perenes, o que
corresponde a 23% do territorio do Cerrado. Esimama area potencial de 89 milhdes de
hectares para uso agricola futuro, que ira reseiftat 36 milhdes de hectares de ocupacao
agricola do cerrado, ou 66% de todo o Cerrado€Rattal., 1997), provocando uma maior
fragmentacéo do ecossistema original.

Vérias espécies da flora do Distrito Federal podentonsideradas “ameacadas de
extincdo”, pelo numero reduzido de individuos, genem alvo de extrativismo predatorio
ou por predominarem em ambientes ou locais muitnevaveis a acao antropica. Este
elenco inclui, entre outraslLgchnophora ericoides Less (Vieiraet al., 1994, Filgueiras &
Pereira, 1994), presente inclusive na Lista OfidelEspécies Ameacadas de Extincdo —

Ibama — Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e descursos Naturais. A Sociedade



Botanica do Brasil (1992) a colocou-a na categdaa espécies vulneraveis, isto é,
pertencente aos “taxa” cujas populacdes enconteaemsdeclinio em consequéncia de sua
exploracdo excessiva, destruicdo dos habitats dua calteragdo ambiental e cuja
sobrevivéncia definitiva ainda ndo tenha sido asse&tp, 0 que podera levar a espécie a
extingdo. Em uma avaliacdo da situacao das plargagas do Cerrado com potencial
econdmico, Barros (1997) constatou que: (a) a eegetdo Cerrado abriga uma grande
riqueza de espécies Uteis ao homem; (b) parte dbecimento destas espécies estd nas
maos de leigos, como mateiros e raizeiros, queasiwigzes usam as plantas de maneira
predatdria, arrancando as estruturas férteis; desmatamento aleatério causado pela agao
antropica (instalagdo de nucleos urbanos) vem dizita rapidamente a flora nativa,
causando desequilibrio ecoldgico entre as plantadaeina dependente; (d) héa falta de
dados sobre o “status” de conservacédo das plgmés fato de ndo existirem planos de
manejo adequados; (e) finalmente, ha pouco integsisparte dos 6rgdos governamentais
no sentido de criar programas experimentais de jmameale fiscalizagdo do uso das
espécies vegetais para a garantia de sua presewdegado as geracdes futuras.

A conservacdo de plantas medicinais do Cerradméafmental como estratégia
para garantir a sobrevivéncia da sua variabilidgeética, possibilitando futuros trabalhos
de prospeccdo de metabdlitos secundéarios. O cercadtém uma flora medicinal
riquissima, com cerca de 700 espécies utilizadametdicina popular (Plantas do Futuro,
2006), porém a grande maioria destas espéciesrrdg@estudos basicos que viabilizem sua
conservacao.

Dessa forma, o estudo da variabilidade genéticasiaécies presentes nesse tipo de
ambiente é de suma importancia para avaliar a piidede de persisténcia das espécies
nos remanescentes de Cerrado.

Arnica (Lychnophora ericoides Less - Asteraceae), é também conhecida como
arnica de goias, arnica do campo, candeia, candigau de candeia, veludinho.
Lychnophora ericoides é marcadamente endémica; habita o Cerrado getalrassociada a
campos rupestres ou a solos rasos e pedregoswscAcauma espécie arbustiva, de até 3 m de
altura; com fruto do tipo aquénio, possui folhaedires e estreitas (1-3 mm de largura) e

9



inflorescéncias formadas por glomérulos contengdtulas de 3-5 flores violaceas (Figura
1.1).

A arnica é utilizada tradicionalmente na forma d#uta para o tratamento de
hematomas, contusGes, dores musculares, varizesnbém como anti-inflamatoério.
Estudos realizados na Faculdade de Farméacia dedilfreto, USP, ja identificaram mais de
50 padrdes de compostos quimicos nos diferenteataxtdel. ericoides, destacando-se
lactonas sesquiterpénicas, flavonoides e esteroldesL. salicifolia foi recentemente
detectada acgdo antiinflamatoria (Migwetlal., 1996). Além disso, descobriu-se que as
raizes e as folhas de ericoides produzem as substancias anti-inflamatorias, enquast
analgésicos estdo apenas na raiz e o caule ndaizpredbstancias de interesse
farmacolégico (Lopes, 2001).

Substéncias presentes como goiasensolido e cemaatactonas sesquiterpénicas,
sao inibidores do mensageiro celular responséavel ipeio da inflamacao, evitando a
formacé&o das proteinas que desencadeiam o proodaseatorio (Paron, 2002).

A obtencéo e andlise de dados genotipicos discegp@stir de marcadores moleculares
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) é uma témirelativamente barata frente a
guantidade de informacdes obtidas, pode ser apleagialquer espécie, envolve amostragens
nao-destrutivas e gera informacdes interpretd@isticamente atendendo de forma rapida as
demandas existentes em programas de conservac@&spéeies ameacadas. (Ferreira &
Grattapaglia, 1996).

O objetivo deste estudo € a caracterizagdo gendecaopulacbes de arnica
(Lychnophora ericoides) visando conhecer e avaliar a sua variabilidadeétiea, sendo

uma ferramenta importante para a elaboracao detégitis de conservacao para a espécie.
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FUNDAMENTOS TEORICOS
Recursos Genéticos

De acordo com a Convencéo sobre a Diversidade @i@dpentende-se por recurso
genético o material genético de valor real ou patdpara o ser humano. Material
genético significa todo material de origem vegetalmal ou microbiana, ou outra que
contenha unidades funcionais de hereditariedad®urRes bioldgicos compreendem
recursos geneéticos, organismos ou parte destesglgg@es, ou qualquer outro componente
bidtico de ecossistema de real ou potencial utiitdau valor para a humanidade. Entéo,
para ser considerada “recurso”, uma espécie deatgtana utilidade ou interesse mundial,
regional ou local de ter valor real ou potenciabpahumanidade (Walter, 2000).

No caso especifico dos recursos fitogenéticos, w fpzem parte as espécies
vegetais mais importantes para o homem, estaoidfaduplantas cultivadas e seus parentes
silvestres; e espécies silvestres, ainda ndo adhiy, que possuam importancia atual ou
potencial, seja ela econdmica ou social, e que gefjaadas pela pesquisa (Hoyt, 1992).

A conservacao dos recursos genéticos de planttgadas e silvestres € uma das
guestdes mais importantes e controvertidas patarahidade. Algumas variaveis podem
provocar uma modificagdo na agricultura, como eamento populacional acelerado e
cada vez mais intenso e alteracbes climaticas quderp perturbar o ambiente. A
conservacao dos recursos genéticos é essenciabpados disponiveis para uso futuro de
utilidade para o homem como o melhoramento genéticgual encontra sua principal
ferramenta nos materiais silvestres (Hoyt, 1992).

Para a conservacdo de germoplasma, termo defioodoo todo o material
hereditario de uma espécie, ou ainda, todo o pationgenético de uma espécie, tém-se
usado diversos métodos, divididos em duas categof@ conservacaex situ, que
significa que as plantas sdo conservadas fora ddakitat natural onde séo utilizadas
sementes, plantas, parte de plantas, tecidos alasé&ue sdo conservados em ambiente
artificial, contando com trés métodos de consewabancos de sementes; bancos de

germoplasma in vivo; e cultura de tecidos; (b) eowacaoin situ, que significa que as
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plantas sdo conservadas dentro de $abigats naturais em reservas e areas protegidas
(Biodiversidade Brasileira, 2002).

Muitas espécies vegetais possuem sementes quenpedeseu teor de umidade
reduzido e armazenadas em baixas temperaturaseseer @ viabilidade. Sob condi¢des
de armazenamento recomendadas para os bancos éatsgmalgumas delas podem
sobreviver por até cem anos, porém é necessarieamiole regular para constatar a
viabilidade e possiveis danos. As amostras devemegeneradas antes que comece a se
deteriorar, de modo que se possa obter uma noegdeide sementes para continuar o
armazenamento (Hoyt, 1992).

As espécies que ndo produzem sementes com faglidaaquelas com sementes
gue ndo podem se desidratadas sem provocar damossasas tém sido conservadas em
bancos de germoplasriravivo, que sao areas onde se reune colec¢des de plarasem
jardins botanicos, arboretos ou outras plantagdealmente os bancos de germoplasma
vivo sdo estabelecidos para manter colecdes de tralmmhplantas vivas com fins

experimentais (Hoyt, 1992).

Uso de marcadores moleculares

Marcadores moleculares sao caracteristicas do DINMAdéferenciam dois ou mais
individuos e sao herdados geneticamente. O usa feEysamenta facilitou o trabalho de
melhoramento genético de plantas, pois fornece ameno ilimitado de polimorfismos
com base no DNA além se serem independentes ddesefénbientais e do estadio
fenoldgico da planta. Permitem a identificacdo peece precisa de individuos com uma
melhor combinacédo de alelos favoraveis (Lagtz., 2000).

Até a década de 60 utilizava-se em estudos geséiEonarcadores morfoldgicos,
geralmente fenoétipos de facil identificacdo (namisdeficiéncia clordtica, cor de pétalas,
ou morfologia foliar), porém traziam a desvantagden serem muito trabalhosos e
facilmente afetados por genes que controlam outemscteres. Além disso, a
disponibilidade de marcadores morfologicos erariteshs poucas espécies de plantas
utilizadas como modelo para o estudo da genétamamocmilho, tomate e ervilha. Foi a
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partir da década de 70 que surgiram entdo os n@aesdoleculares, que sdo isoenzimas
ou fragmentos de DNA que podem caracterizar o gemate um individuo a partir de
amostras de células ou tecidos, com a vantagenoderem ser utilizados em qualquer
estadio de crescimento do individuo e a aplicadied da técnica passou a incluir
potencialmente todas as espécies de plantas.

A partir da década de 80 novas formas de marcadnodsculares foram sendo
utilizados, primeiramente o RFLP (Restriction FragmLength Polymorphism) com a
utilizacdo de enzimas de restricdo permitindo ae&lie polimorfismo de comprimento de
fragmentos de restricdo de DNA. Em seguida o swegtmdos minissatélites (VNTR —
Variable Number of Tandem Repeats), com o0 uso dersAs classes de sequéncia
repetitivas de DNA e os PCR (Polymerase Chain Regctom processo de amplificacao
em cadeia utilizando uma DNA polimerase. O grand&eo na area ocorreu em 1990 com
a idéia de se utiliza#rimers, ou iniciadores, que sao sequUéncias curtas de Di\pgreia
com o DNA-molde e servem de iniciadores para @&sém vitro de uma nova fita de DNA
(Ferreira & Grattapaglia, 1998; Lanzh al., 2000), eliminando assim o conhecimento
prévio da sequéncia. Esta técnica recebeu o nomé&ARD (Random Amplified
Polymorphic DNA) ou DNA polimorfico amplificado aamcaso, tem sido usado em areas
nunca antes contempladas. Segundo Ferreira & @agfia (1998) envolve basicamente
guatro aplicacoes:

1) obtencdo ddingerprints (impressédo digital) genémico de individuos, veaades e
populacodes;

2) analise da estrutura e diversidade genética epulacdes naturais, populacdes de
melhoramento e bancos de germoplasma,;

3) estabelecimento de relacionamentos filogenégode diferentes espécies;

4) aconstrugdo de mapas genéticos de alta codgendmica e a localizacdo de genes de

interesse econdmico.

Marcadores moleculares baseados em PCR
A tecnologia da reacdo de polimerase em cadeia R*PRolymerase Chain
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Reaction”) foi concebida por Kary Mullis em meadi@asdécada de 80. Por ser facil, rapida
e versatil, a PCR tornou-se uma técnica poderosa @studos genéticos moleculares
envolvendo grande numero de individuos de qualqQuganismo vivo, substituindo os
métodos tradicionais de clonagem, sequenciameatwdbse de polimorfismo de DNA.
Uma das variacdes da PCR é a tecnologia RAPD (“®@antimplified Polymorfic DNA”)

ou DNA polimérfico amplificado ao acaso, que enek amplificacdo simultanea de
varios locos anénimos do genoma utilizando iniciadale seqiiéncia arbitraria (Ferreira &
Grattapaglia, 1998).

A técnica PCR envolve a sintese enziméiticeitro de milhdes de copias de um
segmento especifico de DNA na presenca da enZaggolimerase. A reacao PCR se
baseia em 3 etapas: desnaturacdo, anelamento es@xtenzimatica de um par de
oligonucleotideos (pequenas moléculas de DNA da $iimples) utilizados como
iniciadores (“primers”) que delimitam a sequénci@ DNA de fita dupla alvo da
amplificacdo. A reacdo de PCR ¢ iniciada pela seydardas fitas duplas de DNA alvo pela
elevacdo da temperatura pard®2 95C (desnaturagao). A temperatura é entédo reduzida
para 35 a 6 para que ocorra o anelamento dwsmers com o DNA alvo e
posteriormente elevada para®Z2para que a enzima DNA polimerase possa atuar
extendendo um novo fragmento a partir de cadamideale 3’ dogprimers. Inicialmente,

a enzima utilizada para a reacdo de PCR era a DiNiAa@rase ddescherichia coli que,

por ser termolabil, era adicionada a cada cicleedeéo, pois era destruida toda vez que a
temparatura era elevada pard®@%Ho processo de desnaturacédo. Atualmente, éaddia
DNA polimerase isolada da bactéria termofilaermus aquaticus, chamada deTaq
polimerase, possibilitando a completa automatizatdioeacéo (Ferreira & Grattapaglia,
1998).

O fragmento produzido na reacao anterior serve éamtomo molde para a reagao
seguinte, assim, a amplificacdo do DNA segue urogrpssao geométrica de maneira que,
depois de apenas 20 ciclos, € produzida mais dmillvéio de vezes a quantidade inicial de
seqléncia alvo. Com esta escala de amplificacdossiyel iniciar com quantidades

minimas de DNA, da ordem de alguns picogramas oogramas. Em funcao da grande
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guantidade de DNA produzido, o segmento amplificadde ser visualizado diretamente
sob a forma de uma banda num gel de eletroforeedpsesta conduzida em gel de agarose
com a visualizacdo feita com brometo de etidio em Ultravioleta (Ferreira &
Grattapaglia, 1998).

Apesar de alta tecnologia, a PCR € muito sensi&eltaracdes nas condi¢des de

amplificacdo, impurezas no DNA e qualidade doseatss.

Andlise genética com marcadores RAPD

A técnica RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA"DNA polimérfico
amplificado ao acaso, foi desenvolvida em 1990 dirpdo PCR pela utilizacdo de
iniciadores mais curtos e de seqUéncia arbitraaia plirigir a reacdo de amplificacédo,
eliminando a necessidade do conhecimento préveedaéncia.

A técnica RAPD permite gerar uma grande quantidddepolimorfismo de
segmentos de DNA, distribuidos por todo o genomaodmnismo e ainda oferece a
possibilidade de amostrar regides de DNA repetitivoa vez que os iniciadores utilizados
para detecgdo da variagdo ao nivel de DNA saadaribis. Além disso, oferece uma técnica
alternativa de clonagem de segmentos genOmicossnexinente simples e eficiente. A
deteccéo do polimorfismo se da pela visualizacaiphea direta das bandas no gel. Esses
segmentos RAPD uma vez amplificados e separadoslgtooforese podem ser facilmente
isolados do gel, mantidos na forma de uma bibltgenémica “in vitro” sem a
necessidade de vetores, e amplificados via PCRdguarcessario. O custo da técnica
RAPD é mais baixo e exige um menor niumero de rdagetho que a técnica RFLP
(Ferreira & Grattapaglia 1998).

O uso da técnica RAPD néo exige experiéncia apdafda em biologia molecular e
nem tampouco instalacdes sofisticadas de labovatéxiperimentos tipicos de programas
de melhoramento, andlise de diversidade genétiqgaopmlacdes naturais e caracterizacao
de bancos de germoplasma envolvem tipicamente m&siteu milhares de individuos.
Neste contexto, a técnica RAPD é uma das poucasnfentas disponiveis hoje que
efetivamente permite a analise genética detalhgai@asum grande nimero de marcadores.
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O fato de o polimorfismo RAPD ter natureza bindpeesenca ou auséncia da banda), se
por um lado ndo permite a distincdo de heterozgataima caracteristica mais adequada
hoje para uma automatizacdo do processo de aquidiedados dentro da sistematica
binaria de ambientes computacionais (Ferreira &t@paglia, 1998).

O baixo contetudo de informacédo genética por loa @rincipal limitacdo dos
marcadores RAPD. Genotipos heterozigotos e homtmsgoedo podem ser diretamente
discriminados pela técnica RAPD, limitagdo estacdis como “dominancia” dos
marcadores RAPD.

A possibilidade de se obter um grande numero deadares genéticos sem
gualquer informacéo prévia sobre a genética donisge, a rapidez e simplicidade na
aquisicdo dos dados, o baixo custo e acessibilidi@$ta tecnologia foram os fatores
levados em consideracédo para a escolha do RAP&atiaacao deste trabalho.
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MATERIAL E METODOS
Coleta

Foram coletadas amostras de folhas expandidatiassde individuos procedentes
de 4 populacdes da regido do Distrito Federal: iRarijacional de Brasilia, DF (2
populacBes, uma aromatica (APA) e outra ndo arcm&APN), Fazenda Agua Limpa
(FAL), UnB, DF (1 populagdo aromatica), e Jardim@uco de Brasilia (JBB), DF (1
populacdo ndo aromatica com individuos de menotepdirabela 1.1., Figura 1.2.)
Amostras de cada populacdo foram coletadas e degasi no herbario da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia (CEN). Foi éadr®NA de folhas de 24 individuos
por populacéo e preservados sob refrigeracéao.
Extracdo do DNA

Para extracdo do DNA, foram utilizados aproximadamel50mg a 200mg de
tecido vegetal com 2 repeticdes da cada acesseci@otvegetal foi colocado em tubo
eppendorf e macerado com nitrogénio liquido atérmdcdo de um po fino. Utilizou-se
700ul do tampédo CTAB comd/ml de 2-mercaptoetanol, adicionado imediatameantes
da extracdo (Tabela 1.2.). Ap6s homogeneizacaoaterial permaneceu por 45 minutos
em banho-maria a 65C, sendo agitado a cada 10 minutos. Apds resfritanefoi
adicionado 600l de CIA 24:1 (cloroférmio &lcool isoamilico), aaito por inversao
durante 5 minutos e centrifugado a 10000 rpm pomifd A fase aquosa superior foi
transferida para novos tubos e identificados, ademdo-se a seguir 3@I0de isopropanol
frio e invertendo os tubos delicadamente para pitagido dos acidos nucléicos. Os tubos
foram resfriados em freezer (°Z) por 2 horas, centrifugados 10000 rpm por 10 min,
descartando-se o sobrenadantgellet foi lavado 2 vezes com etanol a 70% e uma vez a
95%, evaporando-se o etanol completamente a tetnpeeeambiente ou por centrifugacéo a
vacuo por 10 minutos. Adicionou-se TE-RNAse de do@om o tamanho deellet para a
degradacdo do RNA. Apés dissolvidgelet, os tubos contendo o DNA foram mantidos
no freezer a -2, sendo descongelados, mantidos ainda resfriadaget, apenas antes

do uso.
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Quantificacdo do DNA

Aliquotas de @l de cada amostra de DNA foram quantificadas petr@&forese em
gel de agarose (TBE 1,0%) homogeneizadas caind2 tampdo de carregamento.
Quantidades conhecidas de DNA gleago; 50, 100, 200 e 400 ng, foram dispostas nos
primeiros poc¢os do gel de agarose para estimaartigiade de DNA de cada individuo. O
gel foi transferido para uma cuba e encoberto campéo TBE 1X (Tabela 1.3.) e
submetido a uma corrente de 72 V, 38 mA por apragmmente 1 hora, ou o tempo
necessario para o arraste de 3 cm do DNA para @ pagitivo do sistema. O DNA foi
fotografado para a quantificacédo e solucbes estdgugO@l (2,5ngfil) de cada amostra
foram preparadas a partir da concentracdo de caidduo e armazenadas em freezer —
20°C.

Selecédo de iniciadores e amplificacdo do DNA

A selecdao de iniciadores foi realizado usando 8sm®de populacdes diferentes em
cada reacao de amplificacdo testando 12 primersr@pl echnologies).

AmplificacGes foram realizadas usando uma solugid 3l contendo para cada
reacdo: 3,42l de agua destilada; 1,04l de dNTP; 1,04l de BSA, 0,2l de Taq
polimerase, e d de primer, totalizando 10. A quantidade de DNA utilizada foi deu3
em cada reacdo na concentracdo de 2 .riggi preparado um coquetel para 96 reacdes.

As reagdes de amplificagdo foram realizadas emaplaemi-flexiveis contendo 96
pocos. Primeiro foi feita a distribuicdo do DNA cqupetas de precisao, utilizando uma
ponteira para cada acesso, que corresponde a wdpgijaca.

Em seguida, 1@ do coquetel foi distribuido em cada um dos 96gsagsando uma
pipeta de repeticdo. Foram adicionados ainda, Idedleo mineral em cada poco para
prevenir a evaporacao da solucdo aquosa da reasamplificacdes foram realizadas em
termociclador (PTC —-100, MJ Research, Inc) comidlds de denaturacdo por 60 min a
92°C, anelamento do primer por 60 min a ®5 e extensdo pel@ag polimerase e
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incorporacéo de nucleotideos por 2 min &C72om duracéo total de 4 a 5 horas.

Terminada a reagao de RAPD foram adicionaddsi2 tampé&o de carregamento
em cada poc¢o misturando-se com a fase aquosagioreanferindo uma coloragéo azul.
As placas contendo o DNA ja amplificado foram maasi na geladeira por alguns dias
guando néo foi possivel a analise imediata em geletroforese.

Os produtos amplificados (fragmentos de DNA) forsaparados por eletroforese
em gel de agarose (TBE 1,5%), previamente adicodadorometo de etila, a 120 V, por 4
- 5 horas. Os 96 acessos foram carregados em wu gal, contendo 2 pentes com 50
pocos cada um. No primeiro e no°2@ocos foram adicionados 12ul de padrdo de
fragmentos de peso molecular Ladder 1Kb para estirteananho das bandas em pares de
bases. Dessa forma, antes de cada populacéo, gtécé4 individuos, estd um padrao,

ficando as populacdes separadas, facilitando difidagao das bandas polimoérficas.

Analise Genética

Em cada reacdo, as bandas polimorficas foram fi=mtas de acordo com o
iniciador e tamanho em pares de bases, e escoreadas presenca ou auséncia do
fragmento polimorfico para cada um dos 72 indiviluo

Os dados obtidos foram utilizados na geracdo deraatriz de valores binarios. O
coeficiente de Dice foi utilizado para a estimasihilaridade genética entre as populacdes
de arnica, sendo obtido o dendrograma pelo métadmétia aritmética ndo ponderada
para agrupamento aos pares (UPGMaweighted Pair Group Arithmetic Average),
utilizando-se o programa NTSYS 2.0Ngmerical Taxonomy and Multivariate Analysis
Systems (Rolhf, 1992). A estabilidade dos agrupamentogdstada pela reamostragem
pelo procedimento de 10.000 bootstrap, utilizandpragrama BooP (Coelho, 2002).
Andlise de variancia molecular (AMOVA) foi realizadisando o programa Arlequim
(Excoffier, 1992).
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RESULTADOS E DICUSSAO

As populagcbes dé. ericoides existentes no DF apresentam um alto grau de
exploragdo extrativista, 0 que exige uma atencérta prazo, desenvolvendo estratégias
para conservacao de seu germoplasma. Dentre akpdes selecionadas para este estudo,
as duas populaces existentes na area do Pargiomalate Brasilia apresentam diferencas
guanto ao seu aroma, sendo uma predominantementétira (APA), assim como 0s
individuos da populacéo da Fazenda Agua Limpa (FAla)outra no apresentando aroma
caracteristico (APN), o que ja foi evidenciado emlse dos Oleos essenciais. Assim, €
importante que estas diferencas sejam considenadizabalho de preservacao da espécie,
uma vez que podem estar relacionadas as propriedaeiicinais.

Outra populacdo que merece destaque pelas suasecticas € a da reserva do
Jardim Botanico de Brasilia (JBB), que apreserdaviduos adultos de porte reduzido, ndo
ultrapassando 30 cm de altura, em contraste cal@raais populacdes que possuem habito
arbustivo com 1,0 a 3,0 m de altura.

Para a andlise da variabilidade genética, foi destam total de 147 iniciadores
(Tabela 1.4) sendo selecionados 15, gerando urh det&0 bandas polimoérficas. Os
iniciadores selecionados, apresentando uma média liendas/iniciado(Tabela. 1.5),
foram utilizados em reacdes com os 96 individutago

O material de arnica apresentou baixo rendimentoextaacdo de DNA se
comparado ao rendimento de outras espécies. Fogapssarias duas extracdes de cada
individuo para aumentar o rendimento.

Os individuos que apresentaram baixa qualidade A &ou baixo rendimento
nas reacdes com bandas pouco nitidas que prejiaaicaresultado final foram excluidos
da andlise, totalizando ao final 72 individuos eaadlos: 15 individuos arométicos do
Parque Nacional de Brasilia (APA), 18 individuos @@oméaticos do Parque Nacional de
Brasilia (APN), 19 individuos Fazenda Agua Limpal(F e 20 individuos Jardim
Botanico de Brasilia (JBB). As Figura 1.4 e 1.5sftam uma reagcdo RAPD com as 4
populacdes de arnica.

O tamanho das bandas variou entre 450 e 2036 plardmses nos diferentes
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primers. Com um total de 60 bandas polimérficapémsivel separacéo das 4 populacdes.

Muito embora diversas espécies medicinais ja t@ndido estudadas com RAPD, é
dificil estabelecer uma comparacéo quanto ao regmtione qualidade de DNA entre estas,
uma vez que pertencem a diferentes grupos taxoodmimtretanto, observa-se que em
outras espécies medicinais, tais como GinsPagax spp.) e Echinace&¢hinacea spp.),
foi obtida uma boa discriminacdo dos acessos comiamero reduzido de iniciadores que
permitiam uma boa contagem de bandas polimorfieédf(et al., 1999; Bai, 1997). O
numero de iniciadores testados inicialmente vasidnte com a espécie estudada. No caso
del. ericoides, até entdo, ndo havia nenhum histérico de selégdmiciadores. Em outras
espécies comblypericum perforatum, Echinacea sp. e Digitalis obscura, foram testados,
respectivamente, 44, 57 e 6 primers.

De acordo com Lacerdat al. (2002), os marcadores RAPD séo extremamente
valiosos para estimar de parametros genéticos &m jgrazo, especialmente em espécies
desconhecida geneticamente, como no cado etecoides.

A analise dos dados evidenciou a separacdo dastrasdle arnica em trés grupos
distintos: o primeiro formado por individuos ndoraaticos do Parque Nacional (APN); o
segundo contendo os individuos aromaticos das popes do Parque Nacional (APA) e da
Fazenda Agua Limpa (FAL); e o terceiro constitupedos individuos do Jardim Botanico
de Brasilia (JBB).

A Figura 1.6 ilustra o agrupamento das populac@®es alto grau de consisténcia
dos agrupamentos, com clara separacdo das popsilag®eopulacdes aromaticas do
Parque Nacional de Brasilia (APA) e da Fazenda Agmaa (FAL) apresentaram a menor
dissimilaridade de Dice (62%), com a consisténamagrupamento de 67,5%. Esta
informacdo coincide com a presenca de aroma enadotte ambas as populacdes,
evidenciando uma maior proximidade genética entygufacdes com esta caracteristica.
Contraditoriamente, a populagdo do Parque NacideaBrasilia que nao apresentou
caracteristica aromatica (APN), mostrou-se genmicde mais dissimilar quando
comparada as duas anteriores (66,5%), com a cénsiatdo agrupamento de 72,5%. Este

fato tem importancia quando se pretende amostrerestes de populacbes para
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conservacao, devendo considerar uma amostragernsgmagopulacdo separadamente.

A populacao do Jardim Botanico de Brasilia (JBBjfou um agrupamento isolado
dos demais, apresentando a maior dissimilaridadeskagéo as demais populacdes (71%),
com 100% de consisténcia do agrupamento, estimad® neamostragem de 10.000
bootstrap.

A andlise de AMOVA realizada evidenciou uma peragain de variacéo de 35,7%
entre populacdes e de 64,3% dentro populacdesealgmonstra uma alta divergéncia
entre populacdes, confirmando o dendograma geradadlise de dissimilaridade. De uma
maneira geral espécies nativas tropicais apresemtior variabilidade dentro do que entre
populacdes (Lacerda al,. 2001; Goulartet al., 2005).

Na analise de AMOVA entre locais de coleta doi®s Tabela 1.6), verificou-se
gue as populacdes APN e JBB apresentaram os ma@mes quanto a percentagem de
variagdo geneética (48%). A populacdo JBB foi a sgienostrou mais distante das demais,
com 35,9% e 39% de variacdo genética, em relacdpopsalacbes do APA e FAL,
respectivamente. Este resultado confirma a dissiiddde genética apresentada no
dendograma, e era esperado, uma vez que esta padpwpresenta habito diferente das
demais. A menor variagdo genética foi apresentatte as populacées APA e FAL, com
17,1%. Ambas populacbes apresentam como caraci@riilar a presenca de 6leos
essenciais, embora mais distantes geograficamast@opulacbes do Parque Nacional
(APA e APN), ambas distando apenas 10km uma daoapresentaram uma distancia
genética de 25,2%.

O fato das populacdes de arnica serem basicamsvidas e agregadas pode
justificar o fato dos altos valores de variacaoégiea dentro das populacdes. Os dados de
dissimilaridade e AMOVA nos levam a concluir que auepleta para conservacao de
sementes de arnica deve considerar um maior nupassivel de populacdes a serem
amostradas, assim como um numero elevado de imgisicamostrados dentro da
populacdo, de maneira a representar o maximo égéargenética existente.

Este é o primeiro relato de uso de algum tipo decador molecular para arnica
(Lychnophora ericoides), demonstrando que a técnica foi eficiente em rsepas
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populacdes observadas, contribuindo para uma afpemtde conservacao mais apropriada.
Obviamente, estudos mais detalhados e com maioemide primers, bem como o uso de
outras técnicas, permitirdo uma melhor discrimioagds populacdes estudadas, e uma

relagdo com a presenca ou auséncia de aroma.

23



CONCLUSAO

e Os resultados obtidos com a técnica RAPD demonstraitara separacao genética

entre as populacdes de arnlicaricoides estudadas.
¢ Os resultados sugerem que a coleta para conserdac&ementes deve considerar o

maior numero de populacbes amostradas, assim camon@mero elevado de

individuos, de maneira a representar o maximo dabiidade existente.
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Tabela 1.1 Locais de coleta de amostras de fola@srdcaLychnophora ericoides) para estudos de
diversidade genética

Local n’ de individuos latitude  longitude
Fazenda Agua Limpa (FAL), UnB, DF 24 1558'29" 4756'55"
Jardim Botanico de Brasilia (JBB) BF 24 1557'11" 4751'48"
Parque Nacional de Brasilia (APA e APN),’DF 48 1539'39" 4756'28"

! populacdode individuos com folhas aromaticas
% populacdo com individuos de porte reduzido e tarticas folhas ndo aromaticas

3amostras coletadas de duas populacées distantesdEB8km, uma com folhas aromaéticas e outra ndo
aromaticas
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Tabela 1.2. Componentes do tampéao de extragcao (ZPABRitilizado
na extracao de DNA de folhas de arnicaeficoides)

Produto Quantidade para 100ml
CTAB 2% 20¢9

NaCl 1,4M 8,12 ¢

EDTA pH 8,0 - 0,5M 4,0 ml

Tris HCl pH 8,0 - 1M 10,0 ml
Polyvinylpyrrolidone 1,0% (PVP-40) 109
2-mercaptoetanol 2ul/ml de tampao

Tabela 1.3. Componentes do tampao TBE 5X
Quantidade para 1000 ml

Tris base 54,09
Acido boérico 2759
EDTA pH 8,0 - 0,5M 20 ml
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Tabela 1.4. Relacao de iniciadores (Operon Teduyied) utilizados na selecédo prévia em amostras de
individuos de arnicd( ericoides) de diferentes popula¢des do Distrito Federal

1.
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OPA-03

. OPA-06
. OPA-12
. OPB-03
. OPB-10
. OPB-13
. OPB-14
. OPB-18
. OPC-02

. OPC-10
. OPC-14
. OPD-03
. OPD-09
. OPD-11
. OPE-01
. OPE-02
. OPE-03
. OPE-04
. OPE-05
. OPE-06
. OPE-11
. OPE-12
. OPE-14
. OPE-15
. OPE-16

26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.

35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44.
45.
46.
47.
48.
49.
50.

OPE-18
OPF-19
OPG-01
OPG-04
OPG-05
OPG-07
OPG-12
OPG-13
OPG-14
OPG-15
OPG-17
OPG-20
OPI-20
OPJ-10
OPJ-16
OPJ-16
OPK-04
OPK-07
OPK-17
OPL-01
OPL-02
OPL-05
OPL-07
OPL-08
OPL-09

51.
52.
53.
54.
55.
56.
57.
58.
59.
60.
61.
62.

63. OPN-01

64. OPN-02

65. OPN-03

66. OPN-04
67.
68.
69.
70.
71.
72.
73.
74.
75.

OPL-11
OPL-12
OPL-15
OPL-17
OPL-19
OPM-01
OPM-02
OPM-03
OPM-04
OPM-06
OPM-07
OPM-08

OPN-05
OPN-06
OPN-07
OPN-08
OPN-09
OPN-10
OPN-11
OPN-12
OPN-13

76. OPN-14
77. OPN-15
78. OPN-16
79. OPN-17
80. OPN-18

81. OPN-19

82. OPN-20

83. OPO-08

84. OPO-11

85. OPO-19

86. OPP-08

87. OPP-18

88. OPQ-01

89. OPQ-02

90. OPQ-05

91. OPQ-13

92. OPR-12

93. OPR-19

94. OPR-20

95. OPS-04

96. OPS-05

97. OPS-06

98. OPS-07

99. OPS-08

100. OPS-09

101. OPS-11
102. OPS-12
103. OPS-13
104. OPS-15
105. OPS-19
106. OPS-20
107. OPT-08
108. OPT-12
109. OPU-07
110. OPU-09
111. OPU-11
112. OPU-12
113. OPU-14
114. OPU-17
115. OPV-04
116. OPV-09
117. OPV-11
118. OPV-15
119. OPV-15
120. OPV-16
121. OPV-18
122. OPV-20
123. OPW-01
124. OPW-02

125. OPW-05

131.
132.
133.
134.
135. OPZ-01
136.
137.
138.
139.
140.
141.
142.
143.
144.
145.
146.
147.

126. OPW-14
127. OPW-16
128. OPX-01
129. OPX-02
130. OPX-04
OPX-06
OPX-10
OPX-14
OPX-16

OPZ-02
OPZ-03
OPZ-06
OoPZ-07
OPZ-09
OPZ-11
OPZ-12
OPZ-14
OPZ-15
OPZ-16
OPZ-18
OPZ-19
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Tabela 1.5. Relacéo de iniciadores utilizados eagdes RAPDs com
respectivas sequéncias de bases e nimero de hzolitasdrficas

Iniciador Sequéncia de bases{5'3’) N° de bandas polimorficas

OPB-10 CTGCTGGGAC 3
OPL-05 ACGCAGGCAC 3
OPL-19 GAGTGGTGAC 4
OPN-02 ACCAGGGGCA 6
OPN-06 GAGACGCACA 2
OPN-08 ACCTCAGCTC 3
OPN-12 CACAGACACC 4
OPN-18 GGTGAGGTCA 4
OPN-19 GTCCGTACTG 3
OPN-20 GGTGCTCCGT 3
OPO-19 GGTGCACGTT 5
OPV-15 CAGTGCCGGT 5
OPV-20 CAGCATGGTC 5
OPX-04 CCGCTACCGA 5
OPX-06 ACGCCAGAGG 5
Total 60

Tabela 1.6 Distribuicdo de variabilidade em quatro populacée&ychnophora
ericoides, obtida por analise da variancia molecular cordaos de RAPD.

Fonte de Variagao % de Variabilidade P

Dentro de cada Populagéo 64,3 0,00000£0,00000
Entre 4 Populagdes 35,7 0,00000+0,00000
Entre Pop APN x APA 25,2 0,00000+0,00000
Entre Pop APN x JBB 48 0,00000+0,00000
Entre Pop APN x FAL 34,9 0,00000+0,00000
Entre Pop APA x JBB 35,9 0,00000+0,00000
Entre Pop APA x FAL 17,1 0,00000+0,00000

Entre Pop FAL x JBB 39 0,00000+0,00000




Figura 1.1 (a) Populacéo de arnica em area rupéisteec) inflorescéncia em detalheL. ericoides e com presenca ¢
borboleta; (d) plantula de arnica
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Figura 1.2 Mapa ilustrando os locais de coleta.deicoides na regido do Distrito Federal
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Figura 1.3. Gel ilustrando reacdes de RAPD emdgisletroforese de 2 populagdesL.
ericoides no Parque Nacional de Brasilia usando o inici&@®X 04. As setas indicam as

bandas polimorficas.
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Figura 1.4. Gel ilustrando reacdes de Rfem géis de eletroforese de 2 populacdeL.
ericoides usando o iniciador OPX 04. A seta indica a barmenrfica identificada (JBB =
Jardim Botéanico de Brasilia).
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Figura 1.5. Dendrograma gerado pelo critério de@@mento UPGMA presentando a dissimilaridade de Dice ¢
guatro populacdes de Arnica (APN e JJB nao aroasjtleAL e APA aromaticas) analisadas com 60 locdRBIR
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CAPITULO 2
ESTUDO DO COMPORTAMENTO GERMINATIVO DE SEMENTES DE/chnophora
ericoides (Less) PARA FINS DE CONSERVACAO.

RESUMO

Os estudos sobre a ecologia e a biologi&ybbnophora ericoides sdo escassos.
Devido ao uso intensivo da espécie, torna-se iraptete urgente a obtencdo de
informacbes sobre o comportamento germinativo das ssementes para fins de
conservacao a longo prazo, visando o manejo dxiespéobjetivo deste estudo foi avaliar
os efeitos de temperaturas de incubacdo e de tratas pré-germinativos sobre a
germinacao de aquénios de arnica e o efeito datdstemperaturas sobre a viabilidade de
aguénios, visando sua conservacdo a longo prazaadt@nios selecionados pelo teste
densimétrico, foram utilizadas as temperaturasteatss de 5°C, 10°C, 15°C, 20°C, 25°C,
30°C, 35°C, 40°C e alternadas de 20-30°C em praskengitrato de potassio (KNPacido
giberélico (GA) e HO (testemunha). Apds a determinacdo das melhomedig@es de
germinacao, amostras de aquénios selecionadosagufmios ndo submetidos ao teste
densimétrico foram armazenadas a “09620°C, 10C e temperatura ambiente durante o
periodo de um ano, avaliando-se sua germinabilidadada dois meses. As maiores
porcentagens de germinacdo foram obtidas as tetnpesade incubacido de %20 em
presenca de agua (76,5%), e de 283@m presenca de KN@81,5%), ndo havendo
diferenca significativa entre estes valores. O£ams de arnica nao sofreram reducao da
germinabilidade quando armazenados em condicdbaigdas temperaturas, nos periodos
analisados no experimento de conservacao, demodstgue as sementes de arnica sao
ortodoxas. O material selecionado apresentou umeeptagem média de germinacao
variando entre 55,5% e 73,5% e uma uniformidadmigativa em todas as condi¢cdes do
experimento de conservacdo. JA 0s aquénios naeicseldos apresentaram uma
porcentagem média de germinacdo entre 12% e 30 de um comportamento
germinativo desuniforme quando comparado ao masaiacionado. O teste densimétrico
promoveu uma efetiva selecao de aquénios, aumemtavmlume de aquénios germinados.
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Palavras-chaves: arnica, germinagéo, plantas nmaisadlo Cerrado, conservagaositu
ABSTRACT

Arnica (Lychnophora ericoides) biology and ecology are poorly studied. Consiugli.
ericoides intensive use, information on the germinative lvatar of L. ericoides achenes
became very important for germplasm conservation.

The objetive of this work was to evaluate the terapees and pre-germinative treatments
on the Arnica achenes germination, and the effécdeweral tempetarures on achenes
viability. For selected achenes based on densimetrethod, were used constant
temperatures of 5°C, 10°C, 15°C, 20°C, 25°C, 3B8&;, 40°C and alternating 20-30°C in
the presence of Potassium nitrate (K)@iberelic acid (GA) and HO (testimony).

After the determination of the best germination ditian, samples from selected and non
selected achenes by densimetric method were statedl96C, -20C, 1FC and
environment temperature during one year. Germiitabvlas evaluated every two months.
The highest germination percentages were obtaiheatabation temperatures of Z) in

the presence of ¥ (76.5%), and 20-3C, in the presence of KN81.5%), with no
statistical significant difference between these tvalues. Arnica achenes did not have
reduced their germinability when stored at low tengpures, during the experiment time,
showing that Arnica seeds can be considered orto8ekected achenes presented a
germination average percentage varying betweends@abd 73.5%, and a germinative
uniformity in all experiemental conditions. Non eeted achenes showed a germination
average percentage between 12% and 30.5%, bedmesddsuniform germinative
behaviour when compared to the selected achenesimetric test promote an effective

selection of achenes, increasing the number ofssgedninated.

Key words: arnica, germination, , medicinal plant€errado, conservaticex situ.
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INTRODUCAO
Atualmente, cerca de 47 milhdes de hectares daeestdo ocupados com areas

agricolas, como pastagens cultivadas, culturasseyserenes. O crescimento populacional
e a demanda por mais alimentos, associados as¢fesdedafo-climaticas favoraveis do
Cerrado, transformaram esta regido em importaete [@ara atividades agropecuarias. O ritmo
acelerado desta acdo antropica nas Ultimas détaddsvado a perdas de material genético
vegetal praticamente desconhecido do ponto decistéifico. Estima-se uma area potencial
de 89 milhdes de hectares para uso agricola futwe,ird resultar em 136 milhdes de
hectares de ocupacéo agricola do cerrado, ou 6686ddeo Cerrado, provocando uma
maior fragmentacao do ecossistema original (Retiar, 1997).

Apesar da riqueza floristica existente em todazaypical e da grande importancia
de seu uso medicinal pela populacéao, as estimatiagsotimistas citam que menos de 1%
deste potencial ja foi quimicamente estudado. @bttk Kaplan (1990) advertem que,
considerando o potencial taxondmico disponivelenarme velocidade de extincdo de
espécies pela destruicdo dos sduabitats, € provavel que nem 5% destas sejam
adicionadas ao conhecimento disponivel antes gaensextintas. Da flora medicinal do
cerrado, é provavel que menos de 3% ja tenha stdd&do (Vieira e Martins, 2000).

Varias espécies da flora do Distrito Federal podentonsideradas “ameacadas de
extincdo”, pelo numero reduzido de individuos, genem alvo de extrativismo predatorio
ou por predominarem em ambientes ou locais muitmevaveis a agdo antrépica.
Lychnophora ericoides € classificada na Lista Oficial de Espécies dadBrasileira
Ameacadas de Extincdo do IBAMA (Portarfa3i7N, de 3 de abril de 1992) como espécie
vulneravel, i.e., pertencente ataxa cujas populacdes encontram-se em declinio, em
consequéncia de sua exploracdo excessiva, altesacdestruicdo dolsabitats e que sua
sobrevivéncia definitiva ainda ndo tenha sido asseta, 0 que podera levar a espécie a
extingao.

O géneroLychnophora (Asteraceae), exclusivo do Cerrado, possui ceec@5l
espécies ocorrendo nos estados da Bahia, GoiaasMharais, Sdo Paulo e Espirito Santo
(Leitdo Filho & Semir, 1979a). S&o arbustos endésmjicaracteristicos das fisionomias
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campestres como campo rupestre, campo limpo e camapado, com adaptacbes a
ambientes com clima sazonal com eventos periodiedsgo, e possivelmente polinizadas
por abelhas. As espécies apresentam distribuicagré@fica restrita a Serra do Espinhaco
em Minas Gerais e Bahia e em habitats similaresGems e Distrito Federal (Coyle &
Jones, 1981). Em sehsbitats, apresentam distribuicdo agregada formando popesac
bem definidas espacialmente.

Lychnophora ericoides pertence a familia Compositadsieraceae) e ocorre em
Minas Gerais, Goias e Distrito Federal em elevad@e350 a 1800 m. Cresce em depdsitos
de minérios de ferro-manganés, afloramentos rochdsaarenito e quartzito, precipicios,
rampas rochosas e planaltos de campo rupestraymosale pastejo e cerrado (Almeeatia
al. 1998).

Este arbusto apresenta folhas e flores aromativeido a estas caracteristicas,
possui também uso potencial artesanal. Como meijes folhas da planta em infusdo no
alcool (extrato alcodlico) sdo usadas externamentemachucados ou contusdes, como
anestésico e cicatrizante. Sdo também produzidasgbas para os mesmos sintomas, bem
como solucdes aquosas, para serem administradagapanal. Rizzo (1981) cita que, em
trabalho preliminar realizado pelo Departamentéaenacologia da Universidade Federal
de Goias, a espécie. ericoides apresentou um poder antiinflamatorio surpreendente
Empresas de cosméticos tém fabricado sabonete niga,amdicando-o para eliminar
asperezas, rachaduras e suavizar hematomas e @@ ({@émeidaet al. 1998).

Estudos fitoquimicos do génekgchnophora indicam a presenca de triterpenos,
lactonas, derivados de cariofileno, lactonas sésguéinicas e flavondides (Bohlmaan
al., 1980, 1981, 1982, 1983; Bore#hal., 1992; Costat al., 1993; Cunhat al., 1995;
Vichewski et al., 1980). Estudos farmacoldégicos mostram que gs@stas possuem
atividades antinociceptiva, antiinflamatoria e tamtioral (Bastot al., 1987; Saudet al.,
1994), e efeitos antimicrobianos (Migwetlal., 1996). Chiaret al. (1994) relatam que ha
atividade tripanossomicida de sesquiterpenos devedg espécies do génésahnophora.

Estudos preliminares com ericoides tém demonstrado uma grande variabilidade
de comportamento germinativo de suas sementesalpsiitcipalmente a heterogeneidade
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guanto ao grau de maturacdo, a formacdo de semantmsnais e a predacdo. A
germinacdo de arnica é lenta e desuniforme, enmdmrentes de algumas procedéncias
iniciem erraticamente a germinacao a partir doi@agdos semeio. O estagio de maturacéo
das sementes pode, possivelmente, influenciar@epsm germinativo (Paron, 2002).

O estudo do comportamento germinativo associadcefénicBo das melhores
condicbes para a conservacdo do germoplasma daie@dpgnecera subsidios para seu

manejo sustentado e seu melhor aproveitamento.
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FUNDAMENTOS TEORICOS
Germinacédo de sementes

A germinacdo é um evento fisioldgico que dependguididade da semente e das
condicbes de germinacdo, como 0 suprimento de &goaigénio e adequacao de
temperatura, luz e substrato. Estas condi¢cdesrdarggsao ou requerimentos basicos para
germinacao variam entre as espécies de plantapidiglades fisica, fisioldgica e sanitaria
da semente sdo avaliadas por parametros de pasaapgerminabilidade, contetdo de
umidade e viabilidade e esses parametros podemar\anire lotes de semente de uma
mesma espécie (Saloméal., 2003).

As informacbes sobre germinacdo de sementes deciespdo Cerrado, em
condicbes laboratoriais, encontram-se dispersasar@ter destas informac¢des, muitas
vezes, ndo é aprofundado devido a auséncia de rpadgdo de procedimentos e as
variagbes de comportamento e disponibilidade dasestes. As espécies do Cerrado
respondem favoravelmente a temperatura de incubalEo25C, como landim,
(Calophyllum brasiliense) e mata-pastoGhamaecrista desvauxii), ou de 36C, como
jenipapo (Genipa americana), ou alternada de 20-3D, como paineira-do-cerrado
(Eriotheca pubescens) e pau-de-jangada\peiba tibourbou) (Saloméoet al, 2003). Para
espécies nao incluidas nas Regras para Andliseeoeres e consequentemente sem
regras normatizadas para germinacao, sao realizaekapuisas para testar substratos e
regimes de temperaturas adequados para a maximesedp da viabilidade das sementes
(Faiadet al. 2001).

A maioria das espécies do Cerrado germina bem es@naia de luz, mas, para
algumas delas, a luz estimula a germinacéo. Nesi® cdo utilizados fotoperiodo de 16h
luz/8h escuro ou de 12h luz/12h escuro e um subsjtee permite a exposi¢ao a luz, como
papel ou vermiculita em caixas de Gerbox (Saloehab, 2003).

A germinacéo pode ser considerada como a totéavagadb metabdlica/retomada de
crescimento do embrido resultando em uma plantufaas estruturas essenciais para seu
desenvolvimento em uma planta normal e vigorosa.nkEio do teste de germinacéo,

avalia-se o poder germinativo das sementes do lsta avaliacdo é feita inicialmente,
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apds os tratamentos pré-germinativos e novamerite @amrmazenamento. Informagdes
sobre a capacidade germinativa das sementes s&wtami@s a em programacgao de
atividades de comercializacao, plantio, conservalgire outros.

De acordo com o critério botanico de germinacaosittera-se semente germinada
guando hé protrusdo/extrusdo de qualquer partenthoi&o, notadamente a radicula. Se o
critério botanico for adotado, deve-se observam sadicula tem curvatura geotrépica
positiva e consisténcia firme. Isto porque sememegdas podem emitir radicula devido a
forca mecénica exercida pela dgua em seu int®do. critério tecnologico de germinagao
a semente germinada é aquela que apresenta a egiargie uma plantula normal,
apresentando as partes aérea e radicular vigoi®alasnacet al., 2003).

Nos testes de germinacgédo, deve-se fazer a con@igeémde sementes germinadas.
Quando se conhece o0 padrdo germinativo da es@cisgntagens podem ser feitas em
intervalos maiores, a cada cinco ou sete diasgyemplo.

Durante o teste de germinacdo, alguns fatores poafetar o comportamento
germinativo das sementes, com destaque para oraobsta temperatura (Faiatlal.,
2001). Os tipos de substratos mais utilizados estesede germinacao sao: papel, pano,
areia e solo. Deve-se levar em consideracéo, pasc@ha do substrato, o tamanho da
semente, sua exigéncia com relacdo a quantidadlgude sensibilidade a luz e, a facilidade
gue o mesmo oferece para realizacédo das contagafdiacoes.

A temperatura 6tima e a duracdo do teste variamrgkpa espécie. Algumas
sementes podem n&o germinar mesmo oferecendo éesdigdeais para seu
desenvolvimento, devido a processos de dorménaaogorrem em algumas espécies
vegetais (Faiaet al., 2001).

Os experimentos realizados por Silva (1994) e P&602), utilizaram diferentes
substratos e temperaturas na germinacao de aqudmiamica. Silva (1994) analisou a
germinacdo de aquénios de arnita (inaster) sob as temperaturas de°@530C e
temperaturas alternadas de 20€3Mos seguintes substratos: sobre areia, solre soitre
papel. O melhor resultado foi obtido nas tempeaataiternadas de 20-8)com o uso do
substrato entre papel, apresentando 79% de ger@nnac
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No trabalho realizado por Paron (2002), o resultades promissor foi conseguido
usando-se como substrato a vermiculita em casagktacao com temperaturas meédias de
30°C dia e 22°C noite. Os aquénios foram armazenaoigperiodos de 30, 60 e 90 dias sob
refrigeracdo (5°C e 13% de umidade relativa). Axg@atagens de germinacédo foram de
98%, 96% e 95%, respectivamente. No entanto, nstub entre papel com o uso de
KNO; sob temperaturas alternadas de 20-30° C a pogentde germinacao foi de apenas
14%.

Em ambos os trabalhos, os aquénios de arnica feedationados pelo teste
densimétrico.

Dentre as formas de medir a germinagéo, a gerntidate (%G) talvez seja a mais
simples, representando a porcentagem de sementaggdas em relacdo ao numero de
sementes dispostas a germinar sob determinadasicéeadde experimentos. A
germinabilidade informa o numero total de semegtsinadas, entretanto, ndo reflete
guanto tempo foi necessario para que as semeniggisaém tal porcentagem de
germinacao (Ferreira & Borghetti, 2004).

Os tempos e a distribuicdo da germinacédo poderarvaais diferentes condicdes
nas quais as sementes sdo submetidas, assim canaiferentes lotes de sementes. Para
mensurar essas variagdes existem medidas que fiqpaanta germinag&do sob um ponto de
vista cinético, que informa quanto tempo foi neéesspara determinado lote de semente
germinar em determinada condicdo do experimentop&a&metros mais usados sao o
tempo meédio de germinacdo e a velocidade médisedaigacado (Ferreira & Borghetti,
2004).

Tratamentos pré-germinativos

A dorméncia das sementes pode ter diversas calissisn, antes da tomada de
decisdo quanto ao método a ser adotado para aagdaltforméncia, deve-se identificar
suas causas. Além disso, € necessario considexatancia de ciclos de sensibilidade das
sementes aos processos de superacao de dormégu@pode provocar maior ou menor

sucesso da aplicacdo dos métodos. Para cada tigorancia e para cada condigdo na
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qual as sementes estdo inseridas havera um ounmétisios mais adequados e eficientes
(Ferreira & Borghetti, 2004).

A quebra de dorméncia envolve tanto a reducao deerdracao de inibidores nos
tecidos embrionarios, como o acido abscisico (ABAJanto a sintese de fitormbnios
promotores da germinacdo. Estudos mostram que otAB#A induz a dorméncia durante a
maturacao quanto bloqueia a germinagao durantéelsgéo.

Entre os principais fitormdnios envolvidos na qaetbe dorméncia de sementes se
encontram as giberelinas (GAs), geralmente o &giderélico (GA) e o etileno. Ambos
modulam o metabolismo celular de maneira a promovalongamento celular. As GAs
promovem a sintese de enzimas envolvidas no emftagento dos tegumentos e/ou
hidrolises de reservas. Agem tanto na quebra dmé&ria como na progressao do
alongamento embrionario por promover a sintesendignas envolvidas na mobilizacéo de
reservas (Ferreira & Borghetti, 2004).

O ABA também inibe a expressao de genes que cadifenzimas envolvidas na
degradacdo de reservas, cuja sintese € promovidaapielo giberélico. As giberelinas
constituem o grupo de reguladores de crescimeradeaqn mais amplo espectro de acdo em
relacdo a quebra de dorméncia em sementes (Fe&rBioaghetti, 2004).

A imersdo de sementes em hipoclorito de sddio (NgChcido nitrico (HNG),
nitrato de potassio (KN§) agua oxigenada ¢@,) € uma pratica comum para superar a
dorméncia. Esses agentes quimicos podem atuar B0s @ocessos metabolicos das
sementes, COMO NOS processos oxidativos, no cd@entoses e na respiracédo. Apesar do
uso consagrado do KNG:omo promotor de germinacao, seu modo de acaa and
discutido. Acredita-se que em contato com subsdgnexistentes no pericarpo, ocorra o

amolecimento deste, facilitando as trocas gasé=asif, 2002).

Protocolo para conservacao de aquénios
O aumento da acdo antropica e o avanco desordeteadtfonteira agricola vém
colocando em risco de extincdo muitas espéciestaisggor isso, esforcos continuos

devem ser desenvolvidos para que o maximo de rakgemnético de valor real ou potencial
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seja conservado (Faiatal., 2001).

A conservagao visa manter a integridade fisiologicsanitaria das sementes por
distintos periodos de tempo, com 0 objetivo de @eservar genotipos para uso em
programas de melhoramento de plantas e procesetecholégicos. Para atender esta
necessidade sao implantados Bancos de Germoplasneate, que possuem 0s seguintes
objetivos: conservar fontes genéticas para usaduéuin melhoramento e estudos em
genética; manter colecdes de diferentes genotipeisiamente caracterizados e avaliados
para utilizacdo em programas de melhoramento; piewe evitar perdas de valiosos
recursos geneéticos (Eira, 1996).

Além disso, atualmente as colecdes de germoplé&maermitido a conservacao
de espécies raras, endémicas e em ameaca de extinca

Dois fatores séo decisivos e influenciam na longgde das sementes durante o
armazenamento: conteldo de agua e temperaturapdsieo. Sementes ortodoxas séo
aquelas que podem ser desidratadas a baixos gmusndlade e armazenadas em
temperaturas subzero, podendo ser conservadag@poazo. Sementes recalcitrantes sao
aquelas que nao toleram nem o dessecamento neposigdo as temperaturas subzero,
perdendo a viabilidade rapidamente nestas condicdss sementes consideradas
intermediarias toleram o dessecamento parcial @eper viabilidade quando expostas as
temperaturas subzero, podem ser desidratadas @ldmst de agua relativamente baixos,
mas ainda assim apresentam longevidade relativencenta. A classificagdo das sementes
em ortodoxa, recalcitrante ou intermedidria € muitgportante para a definicdo da
estratégia de conservacao (Eira, 1996).

Entretanto, o fator mais critico € a quantidadeagea com a qual a semente é
armazenada. Se a umidade for muito alta, obsengassea morte instantanea durante o
processo de congelamento e/ou descongelamento #C1886). Geralmente, o conteludo
de umidade é reduzido para valore8% durante a desidratacdo de sementes ortodoxas.
Sementes de comportamento intermediario e algureasothportamento recalcitrante
podem ser parcialmente desidratadas, sem que éaja pignificativa da capacidade de

germinacao. Para estas, o processo de dessecateeptser cuidadosamente conduzido
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(Saloméaget al., 2003).

O método padrao para determinar a umidade de semér método de estufa a
105’ C + 5°C que consiste na secagem de sementes inteirasygoeriodo de 24 horas. As
amostras sdo pesadas antes da desidratacdo, ostermdpeso fresco inicial e apés a
desidratacéo, determinando-se o peso seco. O patddxposicdo a temperatura de®105
C pode variar de 17 a 72 horas, no entanto, pararstes de espécies do Cerrado tem sido
adotado o periodo de 24 horas de permanénciauna éSalomacet al., 2003).

A técnica de criopreservagdo, armazenamento eogéitio liquido, proporciona o
potencial para uma preservagao sem limites de tenogu a reducdo do metabolismo a
niveis tdo baixos que todos 0s processos bioquénsigo significativamente reduzidos e a
deterioracdo bioldgica é virtualmente paralisadarifika, 1985 citado por Wetzel al,
2004). Esta técnica apresenta as vantagens deefenaior seguranca quanto a perda de
viabilidade e do baixo custo de armazenamento, uezaque nao exige sistemas de

refrigeracao e de eletricidade (Cunha, 1996).
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MATERIAL E METODOS
Coleta, beneficiamento e selecao de aquénios

Os aquénios usados nos testes de germinacéo, wna&abnservacdo foram
coletados em uma populacéo localizada na Fazenda Agnpa, da Universidade de
Brasilia (1558'29"S 4756'55"W) no dia 03 de agosto de 2004, periodo da,spiando se
da a dispersdo dos frutos. A coleta foi feita mémaate com a retirada completa da
inflorescéncia de vérios individuos em estadio agdgunacdo e dispersdo de sementes,
selecionados de forma aleatoria (Figura 2.1).

Os aquénios foram retirados das inflorescénciasuaiarente, processados em
soprador para eliminar o maximo possivel das ingagepresentes, como pedacos de
folhas, caule e palha e armazenados em tempesatirignte.

Para o teste de germinacdo, os aquénios foramimedelos pelo método
densimétrico em agua destilada (Hammesbal., 1989 citado por Silva, 1998; Paron,
2002) que consistiu em coloca-los em um béquer tEos contendo 3 litros de agua
destilada e agitando com um bastéo de vidro pon8tes, com descanso de 10 minutos.
Apés esse periodo, foi feita a separacdo entrequénéos sobrenadantes ou chochos
dagueles que se depositaram no fundo do béquelg sstes utilizados para o experimento
de germinacéo.

Determinacéo da umidade
A umidade inicial foi determinada pelo método elufa a 105 °G 5 °C, de

acordo com “Regras para Analise de Sementes” (Miosda Agricultura e Reforma
Agréria, 1992) usando 4 amostras de 100 sementiegedmicial coletado.

A umidade dos aquénios submetidos ao teste dengimti também determinada
pelo método de estufa a 186+ 5 °C por 24 horas, sendo medida em quatro periodos de
repouso (1, 8, 24 e 48 horas) sobre papel toalbs apeste densimétrico. Foi usada uma
amostra de 100 aquénios para cada periodo.

Testes de germinacao

O poder germinativo do lote de aquénios coletadoseu poder germinativo foi
previamente apds o teste densimétrico utilizanddrquepeticdes de 500 aquénios. Cada
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amostra teve seus aquénios separados, sobrenadandgsieles que afundaram, e

germinados separadamente em substrato entre mpebmperaturas alternadas de 20-
30°C e fotoperiodo de 12 horas. A duragdo do testdef@l dias. Os valores obtidos nestas
avaliacdes prévias serviram para estimar a qualgidecessaria de aquénios para a
realizacdo dos experimentos de germinacao e cagseyV

Para avaliar o comportamento germinativo da aradatou-se o delineamento
experimental inteiramente casualizado montado egueysa fatorial 9x3 com quatro
repeticdes de 50 aquénios. Foi avaliado o efeitoitdetemperaturas constantes (5, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 4C) e as temperaturas alternadas de 2G3€obre a germinagdo, usando
trés tratamentos pré-germinativos (KNGGAs e HO), em germinadores da marca
Percival, com variacdes de temperatura @&C e fotoperiodo de 12 horas.

Os aquénios selecionados pelo teste densimétniamfoontados e separados em
trés lotes de 1.800 aquénios, correspondendo @ &réitamentos pré-germinativos. Cada
lote recebeu um dos tratamentos: (1) submersao B®s; K0,1% p/v) por 24 horas; (2)
submersdo em G#oor 24 horas; e (3) substrato umedecido com &gateMmunha).

Cada lote amostrado foi subdividido em nove sueslode 200 aquénios,
correspondente a uma das nove temperaturas asliada

O experimento foi conduzido em substrato germtestjos rolos foram
acondicionados em sacos plasticos fechados e duecanos germinadores nas
temperaturas correspondentes.

Durante o periodo de nove semanas foram feitagagdals diarias da germinacao.
O parametro usado para a germinacao foi a protrdsdcadicula, sendo considerada
germinada toda a semente com emergéncia e cunaitied da radicula (Figura 2.2).

Os dados de germinabilidade foram convertidos pera seno ja que os valores
encontrados estdo distantes do valor médio daldigtéo (p=50%) (Santana & Ranal,
2004) e submetidos a analise variancia (testetifizamdo o programa PRISM, e ao teste
de Tukey com significancia de 5% , utilizando ogreana SANET.

O tempo médio de germinacéo (t) e a velocidade andeigerminacao (v) foram

calculados, segundo Labouriau (1983):

52



onde: T =2n.t/Zn; (dias)

T = tempo médio de germinacao
n = numero de sementes germinadas num intervalerdpa
ti = intervalo de tempo de germinagao

Estabelecimento de protocolos para conservacao

Aquénios selecionados pelo método de densidadeagma e aquénios nao
submetidos ao teste densimétrico foram usados periexento de conservacgdo. O material
foi armazenado por 2, 4, 6, 8, 10 e 12 meses aeamnpa ambiente, a 1T (em
geladeira), a —26C (em freezer) e a —19% (em nitrogénio liquido). As sementes
armazenadas nestas condicfes de temperatura foediadas a cada dois meses até o
periodo final de armazenamento. Foram usadas qugpeticoes de 50 aquénios nas
avaliagGes de germinabilidade.

O material submetido ao teste densimétrico foi son folha de papel absorvente
e ficou em repouso sobre a bancada, em temperatbbgente, por 48 horas, antes do
armazenamento.

Os aquénios foram acondicionados em envelopes irakados trifoliados
(polietileno-aluminio-polietileno) selado com fiteepe e etiquetado com informacdes da
temperatura de conservacao, tempo de conservagi@em dos aquénios. Em cada
envelope foram acondicionados 200 aquénios.

O material submetido a conservacao foi germinagonperatura de 2G, em papel
Germtest embebido em agua. A temperatura de regygefoi determinada de acordo com
os dados obtidos no teste de germinacgao.

A avaliagdo da germinacdo apds a conservacéo itai $emanalmente por um
periodo de quatro semanas. Os valores finais deiggailidade foram usados na anélise
dos dados.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Determinac¢éo da umidade

A determinacédo da umidade inicial dos aquéniosralmente coletados a campo
apresentou um valor médio de 8,0% +0,08 de umidaske. valor de umidade mostrou-se
apropriado para o experimento de armazenamentdistagas temperaturas adotadas, n&do
sendo necessario expd-los ao processo de dessecacao

A umidade dos aquénios submetidos ao teste demgimé&tpds quatro periodos de
repouso sobre papel toalha, foram os seguinte4%d.?21l hora); 9,5% (8 horas); 9,4% (24
horas) e 8,5% (48 horas).

Nota-se que houve um aumento significativo do teoumidades dos aquénios
durante o teste densimétrico em agua. No entapfs, 48 horas de repouso sobre o papel
toalha, em temperatura ambiente (26 328 teor de umidade dos aquénios praticamente
voltou ao valor inicial do lote (8,0% +0,08 de uuile).

Testes de germinacao

O lote de aquénios provenientes da Fazenda Agupd,iinB, apresentou média de
25% de aquénios selecionados pelo teste densimétdm uma germinabilidade de 40,5%
a temperatura de 20-3G. Em contrapartida, os demais 75,0% de aquénlmesadantes
ou chochos, apresentaram uma baixa germinabilida@&y. Considerando a avaliagdo do
lote total dos aquénios, foi verificado uma de geahilidade 11,0%. Os dados sobre a
dindmica inicial do lote de aquénio se encontrarfatzela 2.1.

O método de selecdo prévia de aquénio mostrou-$® mficiente no trabalho
relaizado por Paron (2002), canericoides. Apenas 7% de aquéniosldesricoides foram
selecionados pelo teste densimétrico, e estesaapiegam uma germinabilidade entre 95 e
98% em vermiculita em casa de vegetacdo com temopasamédias de 8@ dia e 22C
noite, usando periodos de 30, 60 e 90 dias de amaarento atC e umidade de 13%. No
trabalho realizado por Silva (1994), coloychnophora pinaster, a melhor condicdo
apresentada para germinacgao foi o uso de substratpapel em temperatura alternada de
20-30° C com germinabilidade de 79,18%.
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O teste densimétrico promoveu uma efetiva selelgiaquénios viaveis, o que
aumentou a quantidade de aquénios germinados,rtastiestes de germinacao quando no
experimento de conservacgao.

Foi avaliada a porcentagem de germinacdo de agué&eoarnica a partir do
material submetido ao teste densimétrico. A an&istatistica dos dados (Tabela 2.2)
mostrou que o efeito dos tratamentos utilizados foésignificativo na germinacédo de
aguénios de arnica, com valores de P = 0,4492@ptagem total de variacédo de 0,03%.
Isso significa que os promotores de germinacazadibs no experimento ndo favoreceram
significativamente a germinacao, ndo promovend@umento significativo da quantidade
de aquénios germinados. No entanto, os efeitos tdmperatura” e a “interacio”
tratamento/temperaturas foram extremamente signi@s com valores de P < 0,0001 para
ambos e de porcentagem de variacao de 95,7% er@gpctivamente. Assim, 0s aquénios
de arnica germinaram diferentemente quanto expoisosliferentes temperaturas do
experimento e nas interagcdes entre tratamento getatura. As tabelas 2.3 e 2.4 mostram
os resultados do teste de média (Tukey 5%) da gabilidade de arnica para os efeitos de
temperaturas e interacdo (temperaturas x tratasgntspectivamente. Dados em arco
seno.

O comportamento germinativo de aquénios de arrasa@andicdes de temperaturas
e tratamentos do experimento esta representadaafioogda Figura 2.3. Os dados usados
no grafico sdo valores da porcentagem simples dérags germinados no periodo do
experimento (Tabela 2.5.).

As curvas de germinacdo acumulada de aquéniosdeaam cada uma das
temperaturas estdo representadas na Figura 2.4al®®s usados sdo os numeros de
aquénios germinados ao longo do periodo de exeaa@rperimento. A tabela 2.6 mostra
os valores do tempo médio para a germinacdo danamginas diferentes temperaturas e
pré-tratamentos.

Os aquénios de arnica ndo germinaram nas tempesatiremas de’e e 40 C.

Entre as temperaturas nas quais ocorreu a gernoinafa foi a pior condicdo
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térmica para a germinacao de arnica. As porcensadegerminagéo foram de 1,5% , 1,0%
e 8,5 % de germinacao para os tratamentos aguaz KXB®g, respectivamente, iniciando-
se a partir do 49° dia apos o semeio. Os valorderdpo médio de germinacao foram os
mais longos do experimento, com 58 dias em agudj®&6em KNQ e 55 dias em GA
Nota-se que sob temperatura de’C,00 uso de GAfavoreceu significativamente a
germinacao em aquénios de arnica.

A partir de 15C os valores de germinacdo foram maiores, porérnandy
consideravelmente entre as temperaturas adotad@snperatura de 15°C, a germinacao
iniciou entre 0 15° e 0 17° dias apds o semei@rmigabilidade de 49,5% (testemunha),
68,5% (KNQ) e 68% (GA). A germinacao ocorreu de forma dispersa e coaiarnardio
em relacdo as temperaturas favoraveis a germin&@so de KN@e GAs favoreceu a
germinacao de maneira similar e significativamengor em relacdo ao uso da agua, para
esta temperatura. Os tempos médios de germinacamuwknios para esta temperatura
foram um dos mais longos do experimento, senddd#iés em agua, 32 dias em KN©
28 dias em GA

A 20°C, as porcentagens de germinac&o foram de 76,5%gae) 78,0% em KNO
€65,5% e em G4 iniciando aos 11°, 10° e 8° dias, respectivaménhteomportamento
germinativo para os tratamentos foi uniforme, camarescente aumento de germinagao
até os 20° e 25° dias. Os tempos médios de geraarthags aquénios foram de 22 dias em
testemunha e em KN@ de 21 dias em GAO uso de tratamentos pré-germinativos néo
apresentou diferencas significativas na germirddulle de arnica nesta temperatura.

Para as temperaturas alternadas de 20,30s valores de germinacdo foram de
67,0% para testemunha, 81,5% em KNG56,5% em GA com inicio de germinacao aos
6°, 7°, e 6° dias, respectivamente. Para esta tatnpg também houve um comportamento
germinativo uniforme entre os tratamentos, ndosgmando diferenca significativa entre
eles. A velocidade de germinacéo dos aquéniogides nos trés tratamentos, sendo de 19
dias em agua e GA de 20 dias para KNO

O teste de média para os efeitos de temperaturagano que as temperaturas de
20° C e 20-30C néo diferem significativamente quanto a germiligdzle de arnica.
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A temperatura de 38 néo foi favoravel a germinacdo de aquénios diearoom
valores inferiores de germinacdo, a qual foi mdspelsa ao longo do periodo do
experimento, comparando-se as demais temperafuggsminacao iniciou-se entre o0 8° e
0 15° dias e as porcentagens de germinacao forath%dgHO), 21,5% (KNQ) e 15,5%
(GAs). Nota-se que os valores para agua foram nitideeneraiores do que os demais
tratamentos. Isso deve-se a possivel desnaturasammdpostos pela elevada temperatura,
reduzindo a germinacgéo dos aquénios em relac&@bemtenha. Os valores de tempo médio
de germinacao foram o segundo mais elevado do iexgeto, com 35 dias em agua, 34
dias em KNQe 31 dias em GA

As temperaturas de 25°C e 30°C o comportamentoimg@iuo de arnica foi similar,
ndo havendo diferenca significativas entre elanteeeos tratamentos dentro de cada
temperatura. Os valores respectivos de germinabiidsdo de 66,5% e 63,5% para
testemunha, 54,5% e 55,5% em KN€62,5 para ambos em A 25°C, a germinacao
iniciou-se entre o0 4° e o 9° dia e apresentou uumaacde germinacdo uniforme. A
germinacéo ocorreu de forma mais rapida para adeanpa de 2%, apresentando tempos
médios de germinacao de 18 dias em agua, 17 di&&d\&dg e 16 dias em GAA 30°C, o
inicio da germinacédo ocorreu entre 0 6° e 0 8°a@i@gresentou germinacdo mais dispersa
em relacdo aquela a 20°C. O tempo médio para argegéo foi de 20 dias em agua, 17
dias em KNQe 18 dias em GA

De acordo com os resultados obtidos, a temperdei20C apresenta-se como a
melhor opgao para a germinacao de aquénios deaandio havendo necessidade do uso de

promotores de germinacao.

Estabelecimento de protocolos para conservacao

Na Figura 2.5 estdo representados os efeitos d@semtes condicbes de
armazenamento sobre a germinagédo de aquénios ida. &midenciou-se uma diferenca
gualitativa e quantitativa entre os materiais geleaos e n&o selecionados. A tabela 2.7 e

2.8 mostram os resultados da andlise de variaralasdde conservacao de aquénios de
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arnica selecionados e aquénios ndo submetidostodensimeétrico, respectivamente.

O material ndo selecionado (A) nao apresentou afifex significativa no
comportamento germinativo entre as temperaturasadds. No entanto, o tempo de
armazenamento mostrou-se significativo para eptede material. Esse comportamento
pode ser explicado pela heterogeneidade do materiaido a campo, com presenca de
muitos aquénios chochos.

O material selecionado (B) apresentou um compom&mgerminativo uniforme
entre os periodos e as temperaturas de armazermaiigot houve diferenca significativa
(P>0,05) para os valores de germinacado obtidos gmperiodos de armazenamento nas
condicOes de temperatura testadas.

No entanto, houve diferenca significativa entrepesiodos de conservacao, para
aguénios selecionados e nao selecionados (P<0@®@a)iacdo total encontrada entre os
periodos foi de 20,9% para aquénios selecionadds 23,37% para 0s aquénios nao
selecionados. As tabelas 2.9 e 2.10 mostram dtadsudo teste de média (Tukey 5%)
para os periodos de conservacdo de aquénios dm awliecionados e aquénios néo
submetidos ao teste densimétrico, respectivam®#dos de germinabilidade em arco
seno.

As tabelas 2.11 e 2.12 mostram, respectivamentevalsres médios de
germinabilidade de aquénios selecionados e aquéamsubmetidos ao teste densimétrico,
no experimento de conservacgao.

Para os aquénios selecionados, o periodo de ogegmke conservacao apresentou
0s maiores valores médios e mais uniformes, vavi@rdre 70 e 75% de germinacdo. O
periodo de seis meses em nitrogénio liquido resufomenor porcentagem de germinacao
(55,5%.). O periodo de 10 meses apresentou o0s genalores de germinacao nas demais
temperaturas, 64,5% (temperatura ambiente), 629%]¥H60,5% (-2fC).

A diferenca significativa foi constatada apenasesns periodos que apresentaram
0S maiores e menores valores de germinabilidadee$:s e 10 meses, respectivamente.
Nao houve diferenca significativa quanto as médegerminabilidade entre os periodos
de 2,4, 6,8e 12 meses.
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Os aquénios ndo submetidos ao teste densimétrieseagaram uma baixa
germinabilidade em todas as condicdes do experom@&id entanto, 0 comportamento
germinativo em resposta aos diferentes period@®dgervacdo ndo foi similar ao material
selecionado. Aos seis meses de conservacao, gst&si@as apresentaram germinabilidade
variando entre 23% (temperatura ambiente) e 30,83}, sendo os maiores valores
encontrados para este tipo de material. Esses mguEresentaram maior uniformidade de
germinacgao no periodo de doze meses, com valoresga entre 18,5% e 21,5%. Para o
periodo de dois meses de armazenamento foram a@l®snos menores valores de
germinabilidade variando entre 14,5% e 22%.

A prévia selecdo dos aquénios mostrou-se efet&aguye o0s aquénios nao
submetidos ao teste densimétrico apresentaramrgagens de germinagao variando entre
14,5% e 30,5%, enquanto que para o material seladm esses valores foram entre 55,5%
e 75%.

De acordo com os resultados obtidos, a consendgaguénios de arnica pode ser
realizada por um periodo de no minimo um ano, W& necessaria a utilizacdo de
temperaturas baixas para a realizacdo do procethm@n que ndo houve queda na
porcentagem de germinacao ao longo do tempo. Nmentsugere-se a selecao prévia, por
teste densimétrico em agua, dos aquénios coletadasipo.

Por outro lado, os resultados evidenciam que o<rdgs de arnica nédo se
mostraram sensiveis a exposicdo a baixas tempasatl@C) e temperaturas subzero (-
20°C e -196C) por um periodo de 12 meses. Isso sugere a flakzile de conservacéo de

aquénios de. ericoides por periodos superiores a 1 ano.
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CONCLUSOES
O teste densimétrico foi uma técnica efetiva nacg® de aquénios vidveis: aumenta o
rendimento germinativo do material colhido a cangppromove uma germinacdo mais

uniforme.

Os aquénios de arnica ndo apresentaram dormémsoaeaitratamentos pré-germinativos

ndo incrementou de forma significativa o percentieafjerminacéo.

A condicdo mais adequada para a germinacdo deadoiisob temperatura de ZDem
papel germitest embebido em agua. O uso da tempaternada de 20-30 com KNQ
néo se justifica devido ao custo adicional do pdovento sem vantagens adicionais quanto

a germinacao.
Os aguénios de arnica com teor de umidade8,0% podem ser armazenados a baixas

temperaturas por um periodo 12 meses sem perdaficsitivas quanto ao percentual de

germinacdao, evidenciando que as sementes de adnoartodoxas.
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Tabela 2.1. Dinamica do lote de aquénios da FazAgda Limpa
guanto ao numero de aquénios selecionados e rémm@edos pe
teste densimétrico e seus respectivos valoregeigacao apés
21 dias. Valores de 4 repeticbes de 500 sementes.

Repetic&o NS GNS S GS
A 410 6 90 54
B 375 3 125 49
C 335 3 165 48
D 372 4 128 55

Média 373 4 127 51,5
% 746 1,07 25,4 40,47
Total 1492 16 508 206
% 11,1

NS = aquénios nao selecionados (chochas)
GNS = numero de NS germinadas

S = aquénios selecionados

GS = numero de S germinadas



Tabela 2.2. Analise de variancia dos dados de gagéb de aquénios
de arnica em 9 temperaturas e 3 tratamentos pn@itgtivos

Fonte de Variagdo % total de variacdo P

Interacéo 2,49 P<0.0001

Tratamento 0,03 0,4492

Temperatura 95,72 P<0.0001

Fonte de Variagdo valores de P Significante?

Interagao ok Sim

Tratamento ns N&o

Temperatura ok Sim

Fonte de Variacéo GL SQ QM F
Interagao 16 1129 70,56 7,207
Tratamento 2 15,83 7,914 0,8083
Temperatura 8 43380 5423 5538
Residual 81 793,1 9,791

Tabela 2.3. Teste de Tukey das médias de gernligteade do parametro temperatura
do experimento de germinacao de aquénios de gtniedcoides). Valores em arco
seno.

Temperatura®C) 1 repeticdes. Médias 5% 1%

20 12 48.996668 a A
20-30 12 48.406667 ab A

15 12 44919168 b A
25 12 44.679166 b A
30 12 44.430833 b A
35 12 28.291667 c B
10 12 8.400834 d C
40 12 0.000000 e D
5 12 0.000000 e D

Medidas seguidas por letras distintas diferem esita@ nivel de significancia indicadgg
D.M.S.5% = 4.07197 - D.M.S. 1% =4.77043
D.M.S = diferenca minima significativa



Tabela 2.4. Teste de Tukey dos dados de germinagé@arranjo

fatorial entre 9 temperaturas de trés tratament®s p
germinativos.Valores em arco seno.

Tratamentos
Testemunha KN® GAs

Temperatura

5°C 0,00aD 0,00aD 0,00acC
10°C 6,07 b D 2,86 b D 16,26 a B
15°C 40,15 b BC 47,41 a AB 47,20 a A
20°C 50,08 a A 50,60 a A 46,30 a A
25°C 46,71 a AB 42,03 aB 4529 a A
30°C 45,53 a AB 45,16 aB 42,60 a A
35°C 36,49acC 26,42bC 2196 b B
40°C 0,00aD 0,00aD 0,00a C
20-3¢°C 46,86 a AB 51,65aA 46,70 a A

Medidas seguidas por letras distintas diferem esita@ nivel de

significancia de 5%

As letras mailsculas relacionam as temperaturasaldo

tratamento.

As letras minusculass relacionam os tratamentodra da

temperatura.
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Tabela 2.5. Germinacéo total final de aguéniosrdiea em diferentes

temperaturas e tratamentos ap6s 67dias de conta@gones em porcentagem.

Temperatura Testemunha
A B C D média
5°C 0 0 0 0 0
10°C 2 2 2 0 1,5
15°C 58 36 56 48 49,5
20°C 80 68 78 80 76,5
25°C 62 68 66 70 66,5
30°C 62 76 66 50 63,5
35°C 48 36 50 30 41,0
40°C 0 0 0 0 0
20-30C 60 70 74 64 67,0
Temperatura KN©
A B C D média
5°C 0 0 0 0 0
10°C 0 4 0 0 1
15°C 68 68 74 64 68,5
20°C 74 80 80 78 78,0
25°C 52 76 44 46 54,5
30°C 52 46 62 62 55,5
35°C 18 26 16 26 21,5
40°C 0 0 0 0 0
20-30°C 80 88 68 90 81,5
Temperatura GA
A B C D média
5°C 0 0 0 0 0
10°C 4 10 6 14 8,5
15°C 72 68 74 58 68,0
20°C 56 66 76 64 65,5
25°C 64 58 64 64 62,5
30°C 58 56 80 56 62,5
35°C 26 18 8 10 15,5
40°C 0 0 0 0 0
20-30C 68 60 68 70 66,5
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Tabela 2.6. Tempo médio de germinacad d&icoides em diferentes temperatutas e tratamentos pré-gativos.

Temperatura testemunha KNGO GA;
Média G% TMG DP MédiaG% TMG DP Média G% TMG DP

5°C 0 0,0 0 0 0,0 0 0 0,0 0
10°C 15 58,0 3,6 1 66,0 33 8,5 54,8 3,6
15°C 49,5 30,0 2,4 68,5 31,8 1,4 68 28,4 1,9
20°C 76,5 21,8 3,9 78 22,1 1,1 65,5 20,6 1,4
25°C 66,5 17,8 1,0 54,5 17,3 1,6 62,5 16,3 1,4
30°C 63,5 19,9 3 55,5 17,5 1,9 62,5 17,8 1,6
35°C 41 34,6 2,8 21,5 34,5 4,2 15,5 31,3 4,4
40°C 0 0,0 0 0 0,0 0 0 0,0 0

20-30°C 67 18,9 1,9 81,5 19,9 1,2 66,5 18,8 1,5

TMG (tempo médio de germinacaoks; . t/=n; (dias)
onde:

ni = namero de sementes germinadas num intervalerdea

ti = intervalo de tempo de germinacao
DP = desvio padréo de TMG
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Tabela 2.7. Andlise de varianclas dados de conservacao de aquénios de

selecionados pelo teste densimétrico.

Fonte de Variacao GL SQ QM F
Interagao 15 122,6 8,176 1,073
Temperatura armaz. 3 50,88 16,96 2,225
Periodo (més) 5 190,9 38,18 5,009
Residuo 72 548,9 7,623

% total de

Fonte de Variacdo  variacao P valores de FSignificante?
Interagao 13,43 0,3964 ns N&o
Temperatura armaz. 5,57 0,0926 ns Nao
Periodo (més) 20,9 0,0005 ko Sim

ns = nao significativo

Tabela 2.8. Analise de variancia dos dados de ceas@o de aquénios de arnica

nao submetidos ao teste densimétrico.

Fonte de Variacéo GL SQ QM F
Interacdo 15 220,3 14,69 0,9019
Temperatura

armaz. 3 98,28 32,76 2,011
Periodo (més) 5 4547 90,94 5,584
Residuo 72 1173 16,29

Fonte de Variagdo % total de variacdo P

valores de F Significante?

Interacao 11,32 0,5653
Temperatura

armaz. 5,05 0,1199
Periodo (més) 23,37 0,0002

ns N&o
ns N&o
*kk Slm

ns = néo significativo
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Tabela 2.9. Teste de Tukelas médias de germinabilidade do paran
periodo do experimento de conservacdo de aquéaiamita l(.
ericoides) selecionados pelo teste densimétrico. Valorearemseno.

Periodo °mepeticbes Médias 5% % 1
8 meses 16 48.704374 a A

12 meses 16 7.760626 ab AB
4 meses 16 47.205001 ab AB
2 meses 16 47.035627 ab AB
6 meses 16 45.800627 ab AB
10 meses 16 4.803749 b B

Medidas seguidas por letras distintas diferem esita® nivel de
significancia indicado

D.M.S. 5% =3.12384 - D.M.S. 1% = 3.73624

D.M.S = diferenca minima significativa

Tabela 210. Teste de Tukey das médias de germinabilidagerametr
periodo do experimento de conservacao de aquéaiamita l(.
ericoides) ndo submetidos ao teste densimétrico. Valorearemseno.

Periodo °mepeticdes. Médias 5%1%
6 meses 16 9.629375 a A
4 meses 16 9.237500 ab A
8 meses 16 6.389375 abc AB
10 meses 16 728375 abc AB
12 meses 16 436250 bc AB
2 meses 16 3.582500 C B

Medidas seguidas por letras distintas diferem egitae nivel de
significancia indicado

D.M.S. 5% = 417250 - D.M.S.1% = .99048

D.M.S = diferengca minima significativa
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Tabela 2.11. Porcentagem média de germinacamamar
aos 28 dias em 6 periodos de conservagao sob tatm@er
ambiente, 1%C, -2F°C e nitrogénio liquido (NL). Aquénios
selecionados pelo teste densimétrico.

Temperatura ambiente (G%)

Periodo A B C D Média
2 meses 62 82 72 60 69,0
4 meses 50 80 72 82 71,0
6 meses 86 68 74 62 72,5
8 meses 78 64 68 78 72,0
10 mese 66 60 68 64 64,5
12mese 64 74 80 74 73,0

10°C (G%)

Periodo A B C D Média
2 meses 60 74 66 66 66,5
4 meses 76 56 60 66 64,5
6 meses 70 60 72 52 63,5
8 meses 76 70 78 76 75,0
10 mese 70 54 64 60 62,0
12mese 62 72 68 62 66,0
- 20°C (G%)
Periodo A B C D Média
2 meses 56 68 68 54 61,5
4 meses 62 66 66 82 69,0
6 meses 60 68 62 72 65,5
8 meses 68 64 78 80 72,5
10 mese 62 78 54 48 60,5
12 mese 78 64 74 72 72,0
NL (G%)
Periodo A B C D Média
2 meses 64 78 78 74 73,5
4 meses 84 56 64 70 68,5
6 meses 58 60 44 60 55,5
8 meses 68 74 62 76 70,0

10 mese 60 51 77 47,5 59,0



12mese 70 72 72 56 67,5

Tabela 2.12. Porcentagem média de germinacamamar
aos 28 dias em 6 periodos de conservacao sob tatum@er
ambiente, 1%C, -2F°C e nitrogénio liquido (NL). Aquénios
nao selecionados pelo teste densimétrico.

Temperatura ambiente (G%)

Periodo A B C D Média
2meses 12 16 18 12 14,5
4 meses 20 28 14 32 23,5
6 meses 28 20 20 24 23,0
8 meses 28 26 20 26 25,0
10 mese 18 14 18 10 15,0
12mese 16 22 18 18 18,5

10°C (G%)

Periodo A B C D Média
2meses 4 22 28 16 17,5
4 meses 28 22 38 28 29,0
6 meses 36 26 26 34 30,5
8meses 6 36 26 32 25,0
10 mese 20 20 14 22 19,0
12 mese 20 20 16 24 20,0
- 20°C (G%)
Periodo A B C D Média
2 meses 14 14 16 20 16,0
4 meses 16 30 22 26 23,5
6 meses 28 20 30 30 27,0
8 meses 16 22 18 20 19,0
10 mese 22 16 24 24 21,5
12 mese 18 34 20 14 21,5
NL (G%)
Periodo A B C D Média
2 meses 16 26 22 24 22,0
4 meses 24 30 10 36 25,0
6 meses 24 26 22 38 27,5
8 meses 28 22 22 6 19,5

10 mese 24 30 22 32 27,1



12 meses

26

20

22

12

20,0
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Figura 2.1 Detalhe da infloréscencia (capitulopdecal. ericoides em diferentes estagios de maturacao: frutificdédi
floracdo (B); dessecacao (C); maturacédo (D).
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Figura 2.2. Quatro estagios de germinacdo de agsi&we arnica. Detalhe evidenciando
curvatura inicial da radicula.
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Figura 2.3. Efeito de temperaturas constantesternadas e de tratamentos pré-
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Figura 2.4. Efeito de temperaturas constantes ernallas e de tratamentos pré-
germinativos sobre a germinacdo acumulada de sesddtychnophora ericoides.
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Figura 2.5. Efeito de diferentes condicdes de agmamento num periodo de doze meses

sobre as sementes dgchnophora ericoides ndo selecionadas (A) e selecionadas (B) pelo
teste densimétrico
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