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1 — Introducéo

O estado do Parana originalmente era coberto por 83% da sua superficie por
formagOes florestais, 15% por fisionomias campestres e em torno de 2% por vegetacéo
litoranea e de varzeas (Maack, 2012). No entanto, em funcéo principalmente da ocupacao
agricola e variacdes demograficas, esta paisagem foi alterada drasticamente, refletindo
profundamente sobre a estrutura do uso do solo, levando o estado a apresentar atualmente
aproximadamente 11% da cobertura florestal, representada por numerosos fragmentos, em
geral com dimensoes restritas a poucos hectares (SOS Mata Atlantica & INPE, 2011). Neste
cenario, as fisionomias campestres nao foram diferentes e vém sofrendo alteracées desde o
século XVIIl com a colonizacdo de paulistas e com a intensificacdo da imigracdo européia
(Moro 2001).

No Parana, o mapa fitogeografico elaborado por Maack (1950) mostra as formacdes
campestres distribuidas em trés grandes conjuntos, localizadas principalmente nas regides
préximas a Curitiba, ao longo da chamada "Escarpa Devoniana", onde s&o conhecidos
como "Campos Gerais", nas proximidades da cidade de Guarapuava, e dai em direcao a
Palmas, no sul do estado, onde fazem limite com o estado de Santa Catarina. A regido dos
Campos Gerais apresenta a maior area de vegetacdo campestre e foi definida por Maack
(1948). Como zona fitogeogréafica, os Campos Gerais estdo localizados no reverso do
degrau topografico representado pela Escarpa Devoniana, com vegetacido composta por um
mosaico de campos limpos, relictos de cerrado e matas de galerias ou capdes de Floresta
com Araucéria.

Até o inicio dos anos 1990, as fitofisionomias dos Campos Gerais eram
consideradas junto com a Serra do Mar, as areas mais conservadas do estado do Parana
(Troppmair, 1990), No entanto, depois de 25 anos os remanescentes campestres desta
regido totalizam menos de 10% da distribuicdo original (Ramos et al, 2007), os quais foram
substituidos pelo ritmo acelerado de culturas de lavouras, além da pastagem e
reflorestamentos com plantas exoticas (Moro & Carmo, 2007), tornando este ambiente

altamente prioritario para a conservacdo (MMA, 2004).



Além disso, os Campos Gerais apresentam-se inseridos numa regido de potencial
cénico elevado e, por isso, tem despertado interesse turistico, 0 que aumenta ainda mais o
risco de destruicdo de espécies peculiares destes locais (Melo & Meneguzzo, 2001). Assim,
a intensificacdo do uso da paisagem regional e a baixa representatividade de areas
protegidas tém levado a uma substituicdo significativa da cobertura campestre, sendo que
areas de cultivo somadas a florestamentos (principalmente Pinus spp e Eucaliptus spp) e
areas urbanas, ocupam 60% de toda regidao (UEPG, 2003).

De acordo com Cervi et al. (2007) a degradacdo ambiental no estado do Parana
atingiu niveis alarmantes, muitas das areas degradadas abrigavam espécies endémicas e
desconhecidas. Desta maneira, 0 pouco que restou da paisagem original paranaense
proporciona valiosa oportunidade de estudo para o entendimento da vegetacdo e o
conhecimento da biota dos remanescentes, na maioria das vezes, apenas encontradas
sobre a forma de Unidades de Conservacéao.

Apesar de muitos modelos e propostas de restauracdo de vegetacdo florestal ja
terem sido estabelecidos (Engel & Parrota, 2008; Brancalion, 2010; Suganuma & Durigan,
2015), estudos sobre vegetacdo campestre sdo praticamente inexistentes no Brasil. A
recuperacdo de areas degradadas visa reparar a perda da diversidade e processos
ecolbgicos, pois estas paisagens perdem a capacidade de recuperagao natural, uma vez
gue fatores como chuva de sementes, capacidade de rebrota das espécies e o banco de
sementes e de plantulas sao também perdidos (Martins, 2001).

Desta maneira, € importante que informacfes sobre as adaptacdes destas espécies
em relacdo aos diferentes ambientes sejam obtidas para compreender como se da a
dindmica da regeneracdo nos campos. Assim, estas informacbes devem possibilitar o
embasamento de uma proposta adequada para a recuperacdo de areas degradadas, ja que

informagdes de manejo dos campos nativos brasileiros sdo extremamente incipientes.

Estudos basicos botanicos e ecoldgicos

InformacBes sobre a composicdo e/ou estrutura de comunidades em paisagem
campestre (Carmo, 2006; Cervi et al., 2007; Dalazoana et al., 2007, Nanuncio & Moro,
2008; Andrade et al., 2011; Mioduski & Moro, 2011; Moro et al., 2012) tém confirmado as
observacdes de Klein & Hatschbach (1971), que relataram que apesar do aspecto
homogéneo, os campos apresentam diferentes zonacdes e, consequentemente, uma alta
heterogeneidade, ditadas pela abundancia e frequéncia das espécies, em funcdo das
condi¢cdes do substrato. Estes estudos apontam uma alta diversidade de familias e espécies
de plantas que impressionam e que exigem medidas urgentes para sua conservagéo, uma
vez que, das 593 espécies consideradas em situagdes mais criticas no Estado do Parana,
29,34% (174 spp) tém ocorréncia nos campos limpos e 10,29% (61 spp) nos campos

cerrados (Parana, 1995)



Quaisquer medidas de conservagdo ou preservacdo de vegetacdo necessitam de
estudos de identificacdo das espécies (ja amostradas por Cervi et al. (2007) e por Carmo
(2006)), de investigacbes estruturais, fisiologicas e de desenvolvimento das plantas, bem

como das relacgdes das plantas com fatores bioticos e abidticos.

Germinacdo de sementes e estabelecimento de plantulas: conservacdo e mudancas
climéticas

A germinacdo da semente € um processo complexo e depende de diversos fatores,
como temperatura, luz, agua e composic¢ao de gases na atmosfera (CABRAL et al., 2003). A
embebicdo é um processo meramente fisico, que em sementes viaveis constitui a primeira
etapa da germinacdo, promovendo a reativacdo do metabolismo do tecido embrionario. A
velocidade de absorcédo de agua pela semente varia com a espécie, permeabilidade do
tegumento, disponibilidade de agua no solo, temperatura, pressao hidrostatica, area de
contato semente/agua, forcas intermoleculares, composicao quimica dos tecidos de reserva
e condicéo fisioldgica (Mayer & Poljakoff-Mayber, 1979; Popinigis, 1985).

O efeito da temperatura sobre a germinacdo tem especial importancia para a
ecologia de populagcbes. Para 0s esporos e sementes serem capazes de germinar, a
temperatura ambiental deve corresponder as condi¢des ideais para o desenvolvimento das
plantas jovens (Larcher, 2000). Além disso, o efeito da temperatura na germinacao pode ser
avaliado a partir de mudancas ocasionadas na porcentagem, velocidade e frequéncia
relativa de germinacdo ao longo do tempo de incubacdo (Labouriau & Pacheco, 1978). A
faixa de temperatura 6tima € aquela onde acontece a germinabilidade maxima, registrando-
se a maior porcentagem de germinacdo no menor tempo médio (Labouriau, 1983).

A disponibilidade de luz no ambiente de vegetacdo aberta ou fechada, como é o
caso dos Parques Estaduais que mostram mosaico de vegetacdo, € fator que influencia o
desenvolvimento das plantas. Em funcéo da resposta das plantas a esse fator, as espécies
podem ser agrupadas em dois grandes grupos: espécies pioneiras (helidfitas) que requerem
radiacdo solar direta para a germinacdo e o crescimento satisfatério de suas plantulas, e
espécies climax (umbrodfilas) que sdo tolerantes ao sombreamento inicial, podendo
germinar, sobreviver e desenvolver-se sob dossel fechado, com pouca luz (Swaine &
Whitmore, 1988). A quantidade e a qualidade espectral da luz, disponiveis para a
germinagdo de sementes, séo distintas nos diferentes tipos de vegetacdo. A luz tanto pode
promover quanto inibir a germinacéo, até mesmo em sementes da mesma espécie (Zaia &
Takaki, 1998).

As condi¢cdes ambientais estédo sendo profundamente modificadas pelas atividades
humanas, que tém se intensificado nas Ultimas décadas, levando ao rompimento do
equilibrio e ameaca a sobrevivéncia de muitas espécies. Devido ao carater direcional da
intervencdo humana (Gutschick & BassiriRad, 2003; Ives & Carpenter, 2007), o

conhecimento de quais caracteristicas influenciam na sobrevivéncia dos organismos diante



desse cenario, que pode subsidiar medidas de conservacdo mais eficazes, € um dos
maiores desafios da ecologia atual (Nicotra et al., 2010).

Plantas sdo extremamente plasticas (Callaway et al., 2003) e respondem
diferencialmente as variagbes ambientais de acordo com os tragos funcionais que possuem
(Violle et al., 2007). As mudancas globais, que incluem acdes generalizadas e ac¢fes locais
com efeitos globais, alteram diversas propriedades do ambiente (Matesanz et al., 2010),
gue interferem direta ou indiretamente na abundancia dos recursos utilizados pelas plantas,
na estabilidade e previsibilidade dos sistemas nos quais essas se encontram.

O regime de precipitagdo global tem sofrido alteracbes com intensidade e
consequéncias indeterminadas (Oki et al., 2006). O aumento da precipitacdo em altas
latitudes, o decréscimo da precipitacdo em regifes subtropicais e a intensificacdo de
eventos climaticos extremos (Allan & Soden, 2008) sdo as principais tendéncias

observadas.

Estrutura de frutos e sementes

O desenvolvimento, a estrutura e a dispersédo de frutos e sementes compdem um
capitulo primordial no conhecimento do processo reprodutivo das Angiospermas (Souza,
2006). Registra ainda o autor, que parte desse processo reprodutivo, representada pela
formacao, pelo crescimento, pela maturacao e transporte por agentes bioticos e abiéticos de
frutos e sementes, constitui uma fase fundamental do ciclo biolégico de uma planta. Finaliza
o autor, o estudo de frutos e sementes, portanto, € essencial na preservacéo de espécies,
na colonizagédo de novos ambientes por espécies nativas ou exéticas, no controle de plantas
invasoras em culturas vegetais, no reflorestamento, na silvicultura, na investigagdo de
plantas medicinais e toxicas e ainda em outros campos da aplicacdo botanica. Souza &
Paoli (2009) consideram que a semente acompanha a evolucdo do homem desde os
tempos imemoriais, principalmente como fonte direta ou indireta de alimentacdo e de
produtos medicinais, nas culturas vegetais e na recomposi¢céo ou recuperacgéo de diferentes
tipos de vegetacao.

Fruto pode ser considerado como ovario ou ovarios desenvolvidos e em estado de
maturacao, podendo se agregar a ele outras partes da flor ou mesmo de inflorescéncia
(Souza, 2006, 2009a). A semente pode ser considerada como Ovulo ou rudimento
fecundado e amadurecido, podendo ocorrer nas angiospermas sementes que se
desenvolvem de 6vulos nao fecundados, denominados partenogenéticos (Souza & Paoli,
2009).

A estrutura de frutos (pericarpos) e sementes de familias que ocorrem em diferentes
tipos de vegetacdo no Parana foi investigada por grupo de pesquisa da Universidade
Estadual de Maringa e tem registro na literatura, como Amaranthaceae (Oyama et al., 2010;
Harthman & Souza, 2012), Apocynaceae (Asclepiadaceae) (Constantino, 1990; Souza &

Moscheta, 1992; Souza et al., 2004), Asteraceae (Pallone & Souza, 2014), Bignoniaceae



(Souza et al., 2005, 2008, 2009), Boraginaceae (Souza, 2008), Cactaceae (Rosa & Souza,
2003), Fabaceae (Souza, 1981, 1984, 1988a, 1988b, 1993; Souza & Carneiro, 1984; Souza
et al., 2008), Euphorbiaceae (Silva & Souza, 2009; Gagliardi et al., 2014), Lauraceae (Souza
& Moscheta, 1999, 2000), Malvaceae (Muneratto & Souza, 2013), Meliaceae (Dias-Pinto et
al., 2003), Moraceae (Souza & Rosa, 2005), Piperaceae (Rosa & Souza, 2004; Oliveira et
al., 2005, 2008) e Rutaceae (Souza et al., 2005, 2008).

Desenvolvimento de plantulas

O periodo de desenvolvimento inicial de uma planta é considerado critico no ciclo de
vida de muitas espécies vegetais, e um fracasso no processo adaptativo neste estagio pode
levar a espécie a extincdo (Amo-Rodrigues, 1979). Em razédo disso, muitos estudos sobre
plantula tém merecido atencdo dos pesquisadores, principalmente aqueles relacionados a
sua morfologia e a germinacdo de sementes, as quais fornecem subsidios Uteis para os
trabalhos em viveiros, sobre armazenamento de sementes e regeneracdo de florestas
(Souza & Oliveira, 2004).

A plantula é sensivel, extremamente vulneravel a perturbacdes provocadas por
fatores abidticos e bidticos tais como clima, competi¢cbes intra e interespecifica além da
acdo antropica (Ferreira et al., 2001). No inicio do desenvolvimento, as plantulas possuem
limitado sistema radical e a capacidade de exploracdo do solo por agua e nutrientes
minerais € um fator que interfere na competitividade dos individuos, favorecendo ou
dificultando o recrutamento das plantas co-ocorrentes. Este recrutamento esta diretamente
relacionado com o crescimento das raizes, estratégias de captacado de nutrientes e com as
condi¢cdes (luminosidade, fertilidade do solo) do sitio onde a plantula se fixou.

O estudo da plantula tem grande valor para estabelecer a dindmica de populacdes
de uma floresta e também para o manejo silvicola (Souza et al., 2009). Pode servir, ainda,
como indice para determinar se uma vegetacao se encontra em estado sucessional ou
climax, de acordo com a diversidade de espécies de individuos que ocorrem no solo (Amo
R., 1979). A plantula que se inicia com a germinacdo da semente e se estende até a
expansao completa do primeiro edfilo, e o tirodendro, que € a fase posterior que se encerra
com a expansdo do primeiro metafilo, sdo quase sempre investigados morfologicamente,

raramente sob o aspecto anatdmico (Souza, 2009b).

Estrutura de folhas

Os Parques Estaduais de Vila Velha e Guartela apresentam vegetacao de cerrado e
afloramentos rochosos onde ocorrem espécies que podem apresentar modificacdes
morfoldgicas e anatémicas em decorréncia de estresse hidrico. Dickison (2000) registra
varias destas modificagBes, como reducédo do tamanho da folha, aumento da espessura das
paredes das células epidérmicas, aumento da espessura da cuticula, incremento da

densidade de tricomas, reducdo da area do poro estomatico, estbmatos em criptas ou



depressdes na face abaxial da folha, aumento de células de tecidos mecanicos, lignificacdo
de tecidos, aumento de suculéncia e capacidade de reserva de &gua, acumulo de
mucilagem e presencga de hipoderme.

Caracteres xeromorfos também podem se diferenciar em folhas de plantas que se
desenvolvem em ambientes que mostram deficiéncia de certos nutrientes no solo. Diversos
estudos de anatomia foliar de espécies do cerrado mostram escleromorfismo foliar, ou seja,
a presenca de esclerénquima na folha, que pode ser atribuida ao oligomorfismo pela
intensidade luminosa e deficiéncia de nitrogénio e fésforo (Somavilla & Ribeiro, 2011).

Duas familias de plantas, Asteraceae e Melastomataceae, sdo frequentes nos
Parques Estaduais e serdo objetos de estudo no presente projeto. Metcalfe & Chalk (1957)
descrevem como importantes caracteres taxondmicos as estruturas, como canais
secretores, laticiferos, e variados tipos de tricomas tectores e secretores, que sdo
encontradas expressivamente nas folhas. Estudos, como os de Melo-de-Pinna (2004),
Castro et al. (1997) e Empinotti & Duarte (2008), tém utilizado esses caracteres para
identificacdo das plantas.

A literatura aponta que caracteristicas do indumento, bem como a presenca de
cristais, tipos de estdmatos, vascularizacdo do peciolo, presenca de esclereides, entre
outros caracteres, podem contribuir para a identificacdo e delimitacdo de espécies géneros
e tribos em Melastomataceae (Baas, 1981; Wurdack, 1986; Mentink & Baas, 1992;
Guimaraes & Martins, 1997). Caracteristicas anatémicas de tecidos e células em vegetais
podem evidenciar ou ainda esclarecer as relagdes evolutivas entre grupos, bem como ser
utilizada na diferenciacdo de taxons e identificacdo de espécies (Dickison, 2000; Cutler et
al., 2007).

Sistemas subterraneos

No mosaico de tipos diferentes de vegetacdo dos dois Parques Estaduais ocorrem
espécies com sistema subterraneo que merece andlise ontogénica e estrutural. Nos campos
e cerrados destes parques podem ocorrer espécies com sistemas subterraneos, que podem
enquadrar-se nos tipos xilopodios, raizes gemiferas, raizes tuberosas, s6boles ou rizéforos,
bem caracterizados morfologicamente por Appezzato-da-Gléria (2003). Cerca de cinquenta
por cento da vegetacdo herbacea e subarbustiva do bioma Cerrado apresentam 6rgao
subterraneo espessado, 0 que sugere a importancia ecolégica dessas estruturas (Mantovani
& Martins, 1988).

O sistema subterraneo das espécies de Asteraceae, familia que sera investigada no
presente projeto, foi estudado em ambiente de Cerrado mostrando diversidade dos tipos
existentes. Dentre os trabalhos sobre anatomia de sistemas subterrAneos no Brasil
merecem destaque os de Menezes et al. (1969) Figueiredo (1972), Paviani (1972, 1977,
1978, 1987), Paviani & Haridasan (1988), Apezzato-da-Gléria & Estelita (1995, 2000), Melo-
de-Pina & Menezes (2003) e Vilhalva & Apezzato-da-Gloria (2006). Estudos taxondmicos



com Brasilia sickii mostraram diferencas morfolégicas no padrdo de formacédo sistema
subterraneo tipo xilopddio, mas quanto a anatomia nao foi possivel diferencia-lo (Paviani,
1977). Machado et al. (2004) verificaram o sistema subterraneo de Smallanthus
sonchifolius, que foi considerado de natureza mista, sendo constituido por rizéforos e raizes
delgadas e tuberosas.

Os sistemas subterraneos podem ser estruturas adaptativas contra o fogo e
periodos de seca, podendo compreender um importante suprimento de gemas no
ecossistema (Appezzato-da-Gléria & Cury, 2011) e conter diferentes carboidratos de
reserva com fungBes diversas. O ciclo de reducdo do carbono nas plantas resulta na
formagédo de carboidratos com diferentes atribuicGes nos vegetais, como o armazenamento
e translocacdo de carbono e protecdo contra varios tipos de condicbes ambientais
adversas, como a restricdo hidrica, alta salinidade e temperaturas extremas (Souza et al.,
2005). Espécies de Asteraceae apresentam Orgdos subterraneos que acumulam
carboidratos, reforcando a estratégia adaptativa dessas plantas a diferentes condicbes
ambientais (Appezzato-da-Gldria & Cury, 2011). A sacarose € o principal aclcar de plantas
vasculares e devido a sua natureza nao redutora, pode ser translocado e armazenado nos
vacUolos celulares, ndo sendo metabolizado até ser necessario, enquanto que o amido é o
principal carboidrato de reserva das plantas. Ja os frutanos constituem o terceiro grupo de
carboidratos nao-estruturais de maior ocorréncia entre os vegetais (Carvalho & Figueiredo-
Ribeiro, 2001). Os frutanos sao polimeros de frutos e derivados da sacarose e consistem de
séries homadlogas de oligo e polissacarideos nao-redutores, sendo amplamente encontrados

como carboidratos de reserva em Asteraceae e Poaceae (Souza et al., 2005).

Aspectos ecologicos

Os fatores abiéticos exercem grande influéncia na dindmica de populacfes vegetais,
notadamente em relacéo aos ritmos fenologicos e ao estabelecimento de plantas. O estudo
do desenvolvimento inicial das plantas e dos padrBes de reparticdo de biomassa contribui
para entender o funcionamento das diferentes formacdes vegetacionais (Ramos et al.,
2004). Entre as fungbes que contribuem para a permanéncia das espécies em seus habitats
estdo a reproducao, a dispersao e a sobrevivéncia do germoplasma (Fenner, 1985).

A ecologia morfofuncional auxilia na compreensdo das funcdes das estruturas
morfoldgicas nos processos de desenvolvimento e estabelecimento das plantas. Sendo
assim, as caracteristicas morfolégicas das plantulas associadas com outras caracteristicas
ecoldgicas, tais como: grupo sucessional, peso das sementes, sistema sexual, alocacdo da
biomassa sistema subterraneo/sistema aéreo, local de ocorréncia, sindrome de dispersao e
época de frutificacdo possibilitam a compreensao de como as plantulas respondem aos
diferentes estagios sucessionais.

Estes parametros podem ser chamados de atributos funcionais de uma comunidade

e estao relacionados com fatores ambientais, com a estrutura dos ecossistemas e com



funcbes e adaptacdes de cada espécie nos diferentes ambientes. De acordo com
Cianciaruso et al. (2009) andlises de variacdes intraespecificas também devem ser
consideradas nos estudos de diversidade funcional, uma vez que influenciam nos processos
de estabelecimento das comunidades; os autores sugerem também que sejam
consideradas as variagbes nos atributos que ocorrem entre os diferentes locais, assim como
0s que ocorrem dentro dos mesmos locais.

Para entender padrbes de distribuicdo, abundéancia e coexisténcia de espécies em
assembleias de plantas, a associacdo de atributos funcionais, como caracteristicas morfo-
fisio-fenolégicas associadas ao sucesso reprodutivo e aos fatores ambientais, € apontada
como a abordagem mais apropriada do que as abordagens convencionais, puramente
estruturais e taxondmicas (McGill et al., 2006; Violle et al., 2007).

Estes dados sédo fundamentais para entender o processo de regeneracdo da
vegetacdo e, desta maneira, subsidiar de maneira racional a escolha de espécies para
projetos de recuperagdo, uma vez que a compreensdo dos fatores que interferem na
estabilidade de comunidades ecolégicas é fundamental na atualidade, considerando a
crescente perda de biodiversidade que esta ocorrendo atualmente, a partir de praticas

humanas.

Potencial fitoquimico

A nossa grande biodiversidade, ainda pouco explorada, pode ser considerada um
potencial reservatério de novas classes de substéncias bioativas de valor medicinal. A
ameaca continua a nossa reserva natural intensifica a importancia de expandir as
investigacdes na descoberta de novas drogas nos diferentes biomas do nosso pais. Neste
contexto encontra-se o comprovado papel dos Produtos Naturais que busca identificar
novos agentes ativos para o desenvolvimento de drogas eficazes. Além da importancia na
descoberta de novos farmacos, os produtos naturais tém seu grande papel no entendimento
dos processos biolégicos envolvidos nos mecanismos de funcionamento da natureza
(Newman & Cragg, 2012).

Estudos quimicos em espécies de Asteraceae, foco de estudo neste projeto, indicam
a presenca de constituintes das classes dos flavonoides, terpenoides, cumarinas e
poliacetilenos.Varias espécies desta familia sdo utilizadas na medicina popular, o que
justifica a busca de substancias bioativas em estudos quimicos e bioldgicos. Como
exemplo, podemos considerar algumas espécies do género Mikania, conhecidas
popularmente como “guaco”, que sdo utilizadas na medicina tradicional pelas suas
propriedades antisséptica, expectorante, antiasmatica e antirreumatica, diurética, anti-
inflamatéria (Lorenzi & Matos, 2008; Kissman & Groth, 1999). Apesar de varias espécies
serem consagradas como medicinais, existem poucos estudos quimicos e farmacoldgicos

do género Mikania. Na literatura é relatada a presencga de varios constituintes como taninos,



saponinas, cumarinas, etc, sendo seus Oleos essenciais ricos em diterpenose
sesquiterpenos (Baratto et al., 2008), acidos hidroxicinamicoe derivados do acido
caurenoico. Cumarinas presentes sao responsaveis pelo aroma do xarope de guaco.

Baccharis trimera e Baccharis uncinella sdo também exemplos de Asteraceae;
ambas as espécies possuem dentre outros nomes populares, 0 mesmo nome de “carqueja”
e possuem as mesmas caracteristicas e propriedades medicinais. Estas plantas sdo
amplamente utilizadas no Brasil na medicina tradicional, pelas propriedades tbnica,
febrifugas, estomaquicas e hepaticas. Em estudos farmacolégicos foram validadas suas
propriedades hepaticas e estomaquicas. Apesar de o género Baccharis possuir mais de 500
espécies, apenas cerca de 120 espécies foram estudadas quimicamente e cerca de 30
foram biologicamente avaliadas. Nestes estudos séo relatadas a presenca de flavonoides e
os terpenoides e ainda as atividades analgésica, antidiabética, antifingica, anti-inflamatéria,
antileucémica, antimicrobiana, antimutagénica, antioxidante, antiviral, citotéxica,
espasmolitica, alelopatica e inseticida. (Karam et al., 2013)

Melastomataceae apresenta varias espécies ornamentais e algumas de uso
medicinal, tendo como exemplos as plantas do género Tibouchina, as conhecidas
guaresmeiras e manacas, muito utilizadas em paisagismo e a buscopan de uso popular
para dores em geral. Apesar de muito conhecidas, ainda poucos estudos fitoquimicos e
farmacoldgicos séo relatados em literatura (Cruz & Kaplan, 2004). Estudos fitoquimicos de
algumas espécies da familia relatam a presenca de triterpenoides, flavonoides como
principais constituintes, e alguns compostos fenélicos como acido galico e elagico, etc.
(Joffry et al., 2012; Susanti, 2008).

A caréncia de estudos quimicos e bioldgicos de Asteraceae e Melastomataceae
justifica a importancia deste projeto. Sendo assim, estes estudos sdo de fundamental
importancia para a ampliagdo do conhecimento quimico e biolégico, contribuindo para a
guimiotaxonomia destas familias e ainda fornecem subsidios cientificos para o emprego
das espécies ou de suas substancias no desenvolvimento de novos fitofarmacos,
promovendo a preservacdo da biodiversidade das regifes pelo uso sustentavel dos

recursos naturais.

2 — Justificativas

Apesar das formacgdes campestres ocuparem uma das maiores areas do planeta,
com uma cobertura estimada em 39 milhées de Km?, o que equivale a cerca de uma quarta
parte da superficie terrestre, formagfes campestres da América do Sul, situadas abaixo do
tropico de Capricornio, apresentam nivel de protecdo de menos de 0,3%, formando uma
das areas mais ameacadas do Continente (Bilenca & Mifiarro, 2004). Os campos oferecem
uma importante contribuicdo a manutencdo da composi¢cdo de gases na atmosfera, pela

absorcao do diéxido de carbono, ajudam no controle da erosao dos solos, e sao fonte de



material genético para uma grande quantidade de espécies vegetais e animais que
constituem a base da alimentacdo mundial (Bilenca & Mifiarro, 2004).

A preservacdo da vegetacdo exige estudos botanicos basicos, que envolvem a
identificacdo, crescimento, reproducao, dispersdo e germinacdo de diasporos das plantas.
Somente estudos morfologicos, taxondmicos e fisiolégicos ndo sao suficientes para
entender o ciclo de vida dessas plantas, porque elas estdo sujeitas aos fatores biéticos e
abidticos do ambiente onde elas vicejam. E imperativo, portanto, investigacdo dos
fendbmenos vitais que acometem uma determinada planta, mas sempre inserida no contexto
ecolbgico, ou seja, na sua relacdo com outras plantas, com outros seres vivos e com todos
os fatores abiéticos, como luz, agua, ar e solo.

Preservar e conhecer profundamente uma planta ou vegetagdo ndo impedem que o
homem ndo possa aproveitar 0s recursos que encerram esta planta ou vegetacdo.
Sabiamente, o homem deve praticar o ato de preservar, mas deve também aproveitar o
potencial daguela planta ou vegetagédo de modo sustentado, ou seja, aproveitar sem destruir
ou extinguir o recurso natural. Neste contexto, € importante pesquisar o potencial
fitoquimico e medicinal de espécies de uma vegetacdo ainda tdo pouco estudada, como a
dos Campos Gerais do Parana.

Além disso, acredita-se que as mudancas climaticas trardo impacto direto no
desempenho das plantas, com consequéncias ainda imprevisiveis sobre os ecossistemas
naturais. Assim, é necessario entender como as plantas se comportam diante de condi¢des
extremas dos fatores abiéticos, como temperatura e disponibilidade hidrica, tentando prever
como as plantas podem se comportar diante dos cendrios previstos para as proximas
décadas.

Diante disto, os estudos previstos no presente projeto visam identificar estratégias
para a conservacdo das espécies vegetais dos Parques Estaduais de Vila Velha e

Guartela.

3 - Objetivos
Objetivo geral

O projeto visa fornecer informacgdes morfoecofisiolégicas e fitoquimicas de espécies
da vegetacdo dos Campos Gerais do Parana, como contribuicdo ao seu uso € manejo

sustentado.

Objetivos especificos e metas a serem alcancadas

Objetivo especifico - Analisar a capacidade de germinagéo de espécies nativas campestres,

bem como os fatores abiéticos ideais para a germinacao e sob condic6es ambientais
extremas.
Meta - Identificar os fatores que influenciam a germinacdo de diferentes espécies

campestres.



Objetivo especifico — Avaliar a emergéncia e o crescimento de espécies nativas

campestres, sob diferentes condicdes de luz e disponibilidade hidrica.
Meta — Observar a sobrevivéncia das plantas e seu desempenho sob luz plena e
sombreamento, e condi¢des de disponibilidade hidrica.

Objetivo especifico — Investigar a ontogenia de frutos e sementes de espécies campestres

de Asteraceae e Melastomataceae, como contribuicdo a taxonomia e filogenia das
familias.

Meta — Descrever o desenvolvimento estrutural dos frutos (pericarpos) e das sementes de
10 espécies de Asteraceae e 10 de Melastomataceae.

Objetivo _especifico — Analisar a morfologia e anatomia de plantulas de espécies de

Asteraceae, desde a germinacédo da semente até a formacéo do edfilo.
Meta — Descrever estruturalmente as plantulas de 10 espécies de Asteraceae.

Objetivo especifico — Estudar a estrutura dos nomofilos (peciolo e limbo) de espécies de

Asteraceae e de Melastomataceae, como contribuicdo a aclimatacao destas plantas
ao ambiente de campo e cerrado, e a taxonomia das familias.
Meta — Descrever a estrutura foliar de 10 espécies de Asteraceae e 8 de Melastomataceae.

Obijetivo especifico — Caracterizar o tipo, a estrutura e a origem de sistemas subterrédneos

de espécies de Asteraceae, relacionando, sempre que possivel, com as condi¢cbes
ambientais da planta.

Meta — Descrever os sistemas subterraneos de pelo menos 3 espécies de Asteraceae,
coletados in loco e a partir do desenvolvimento das plantulas.

Obijetivo_especifico — Quantificar os carboidratos de reserva dos 6rgdos subterraneos de

espécies de Asteraceae, relacionando com os fatores ambientais.

Meta — Analisar a presenca de carboidratos de reserva em 6rgaos subterraneos de pelo
menos cinco espécies de Asteraceae, coletados in loco e a partir do desenvolvimento
das plantas.

Objetivo especifico — Compreender como a morfologia das plantulas esta relacionada com

caracteristicas ecolégicas e desta maneira orientar a escolha de espécies para
projetos de recuperacéo.

Meta - Verificar como se da o estabelecimento e influéncia da morfologia funcional das
plantas para entender o processo de regeneracdo dos campos.

Obijetivo especifico — Determinar os compostos quimicos presentes em espécies ocorrentes

em ambos o0s parques, interpretando sua possivel interferéncia na dinamica
populacional, especialmente nas interacdes planta-planta.

Meta — Selecionar 5 espécies de uma ou mais familias que apresentem possivel potencial
fitoquimico para triagem fitoquimica, isolamento e caracterizacdo de substancias
bioativas.

Objetivo_especifico — Analisar estruturas das plantas com potencial medicinal e identificar

grupos de compostos quimicos com possiveis propriedades farmacolégicas.



Meta — Identificar 2 familias de plantas, preferencialmente endémicas dos parques
estaduais, para selecao e investigacdo das espécies.

Objetivo_especifico — Elaborar catélogo ilustrado (fotos) de plantas de ambos os parques

estaduais, contendo informacdes botanicas, ecoldgicas e com potencial fitoquimico e
medicinal.
Meta — Selecionar 50 espécies, pertencentes as familias mais representativas dos dois

parques, para compor o catélogo.

4 — Metodologia

Areas de estudo

Os estudos serdo desenvolvidos nas duas Unidades de Conservagdo mais
importantes da regido dos Campos Gerais do Parana, o Parque Estadual de Vila Velha e o
Parque Estadual do Guartela, como descritos a seguir:

De acordo com Cervi et al. (2007), o “Parque Estadual de Vila Velha localiza-se no
municipio de Ponta Grossa, na regidao dos Campos Gerais, Estado do Parana, com area de
3.122,11 ha, sob as seguintes coordenadas geograficas: 25° 14' 09" de latitude Sul, e 50°
00' 17" de longitude Oeste e com uma altitude maxima de 1.068m na area denominada
Fortaleza. De acordo com a classificacdo de Kdeppen, a regido apresenta um tipo climatico
Cfb e apresenta um total anual médio de 1554 mm de precipitacédo”.

O estudo também sera realizado no Parque Estadual do Guartela (PEG) que se
localiza no municipio de Tibagi, nas coordenadas 24°39'10"S e 50°15'25"W, totalizando
uma area de 789,97 hectares. Tem como limite Norte e Leste o rio lapd, ao Sudeste o
riacho do Pedregulho e ao Noroeste, propriedades particulares. O PEG é uma das
importantes Unidades de Conservacdo da regido dos Campos Gerais, estando inserido na

Area de Preservacdo Ambiental (APA) da Escarpa Devoniana.

Germinacdo de sementes

Delineamento experimental

Fatores — Dois fatores serédo avaliados neste ensaio: temperatura (18°C, 20°C, 25°C, 28°C e
30°C) e luminosidade (escuro constante e fotoperiodo de 12h).

Distribuicdo — Inteiramente ao acaso.

Repeticbes — Cinco unidades amostrais (Placas de Petri). Em cada placa serédo depositadas
20 sementes, para determinacdo da porcentagem de germinacao, indice de velocidade de

germinacéao, tempo médio de germinacao e coeficiente de uniformidade de germinacéo.



Bioensaios

Durante as saidas de campo sera observada a presenca de diasporos maduros para
coleta e posterior analise. Os experimentos de germinacao serdo realizados em camaras de
germinacéo com temperatura e fotoperiodo controlados. As sementes serdo colocadas em
placas de Petri contendo duas folhas de papel Germitest, umedecidas com agua destilada,
sendo utilizadas amostras de 100 sementes por tratamento, distribuidas em cinco
repeticbes de 20 sementes de acordo com Oliveira et al. (1989) e Garcia & Diniz (2003).
Quando ndo houver ampla disponibilidade de didsporos, a amostragem sera reduzida,
utilizando-se no minimo cinco diasporos por repeticdo. Os testes serdo realizados,
inicialmente, em temperatura de 25°C, sob fotoperiodo de 12h e escuro continuo. O
tratamento de escuro sera obtido envolvendo-se as placas de Petri em aluminio. Os
diasporos permaneceréo nestas condi¢cdes e examinados sob luz verde de seguranca. Apos
sera verificada a germinabilidade dos diasporos sob as temperaturas de 18°C, 20°C, 28°C e
30°C, procedendo-se como acima descrito.

A germinacdo sera avaliada diariamente sendo considerados germinados os
diasporos que apresentarem 3 mm de protrusdo da raiz primaria. Com os resultados
obtidos serdo calculados a porcentagem de germinacdo e o indice de velocidade de
germinacéao, tempo médio de germinacao segundo Ferreira & Borghetti (2004) e coeficiente
de uniformidade da germinacéo (CUG), de acordo com Santana & Ranal (2004).

A partir desta primeira avaliacao, os diasporos que apresentarem dorméncia serao
submetidos a testes quimicos e fisicos: escarificagdo, submissdo a acido giberélico e
estratificacdo. Os diasporos com dorméncia imposta serédo escarificados quimicamente com
a utilizacdo de acido sulfirico ou mecanicamente com a utilizacao de lixa. Para os didsporos
com dorméncia fisiolégica sera utilizado o acido giberélico € um horménio de reconhecida
funcdo na quebra de dorméncia, utilizando concentracdes de 50, 100 e 200 mg.L™. Neste
caso, os diasporos serdo colocados em contato com o acido giberélico, durante 10 minutos,
30 minutos e 1 hora. Apos, os diasporos serdo colocados em placas de Petri e a
germinacdo avaliada diariamente. Os diasporos que necessitarem de pré-resfriamento

serao colocados em geladeira e, apds, observada a germinacao na temperatura-teste.

Emergéncia e estabelecimento de plantulas

Delineamento experimental

Fatores — Dois fatores serdo avaliados neste ensaio: Luz (sol pleno, 50 e 80%
sombreamento) e disponibilidade hidrica (plantas irrigadas diariamente; plantas irrigadas
duas vezes por semana; alternancia entre plantas mantidas na capacidade de campo e sob
déficit hidrico).

Distribuicdo — Inteiramente ao acaso.

Repeticbes — Para cada tratamento serdo utilizadas 100 sementes



NUmero de espécies a serem estudadas - No minimo serdo analisadas cinco espécies.

Bioensaios

Durante as saidas de campo sera observada a presenca de diasporos maduros para coleta
e posterior analise. As sementes serdo semeadas em vasos de 1L, mantidos em casa de
vegetacdo, sob diferentes tratamentos de incidéncia de luz e disponibilidade hidrica, sendo
observados a emergéncia das plantulas e o tipo morfofuncional dos cotilédones. O
crescimento das plantas sera avaliado através da andlise do comprimento da parte aérea e
da raiz, obtencao da massa seca da raiz, parte aérea e total. Também serd observada a

sobrevivéncia das plantas em cada época de analise.

Estrutura de frutos e sementes

Serd investigada a ontogenia de frutos e sementes de espécies de Asteraceae e

Melastomataceae ocorrentes em ambos 0s parques estaduais.

Coleta e fixacdo de material botanico

Serdo coletados ramos com flores para montagem de exsicatas e identificacdo das
espécies, e botdes florais, flores e frutos em diferentes fases de desenvolvimento para
analise da ontogenia dos frutos/sementes.

O material botanico que sera usado para estudo estrutural de flores e frutos sera
colocado em bomba de vacuo para retirada do ar dos tecidos e, posteriormente, fixado em
FAA 50 e/ou glutaraldeido. Esse material fixado serd em seguida conservado em frascos de

vidro com alcool 70% (Johansen, 1940).

Analise anatdmica

O estudo anatdomico dos frutos e sementes em desenvolvimento serd feito em
secdes executadas em diversos planos dos 6rgdos vegetais, realizadas a mao livre ou
entdo obtidas em micrétomo de rotagéo.

Com as se¢Bes manuais serdo montadas laminas temporarias e laminas
semipermanentes. As secbes, ap6s coloracdo em safranina e azul de astra ou outro
corante, serdo montadas entre lamina e laminula, em agua (laminas temporarias) ou em
glicerina a 33%, e lutadas posteriormente, com esmalte incolor (Iaminas semipermanentes).

As laminas permanentes serdo confeccionadas com as pecas botanicas fixadas, ja
submetidas a desidratacdo em série alcodlica etilica, incluidas em glicol-metacrilato
(historresina Leica), conforme orientacdes especificadas no produto, e secionadas em
microtomo de rotacdo. As secdes assim obtidas serdo coradas com azul de toluidina
(O'Brien et al., 1964) e/ou fucsina basica 0,0125% e azul de astra 1% (Brito & Alquini,

1996). O material botanico também podera ser emblocado em parafina, secionado em



microtomo de rotacéo e corado em hematoxilina de Erhlich e safranina, segundo técnica

descrita em Johansen (1940).

Testes histoquimicos

Serao realizados testes histoquimicos para determinadas substancias contidas nas
paredes celulares ou no protoplasta das flores, frutos, sementes e plantulas de Asteraceae,
como:

Polissacarideos acidos (pectinas) — Vermelho de ruténio a 1000ppm (Johansen,
1940), em se¢des em parafina ou historresina (Iaminas temporarias com agua destilada);

Amido — Lugol (iodeto de potassio 1,5% e iodo 0,3%) (Johansen, 1940), em sec¢des
frescas ou com parafina (laminas temporarias com lugol);

Mucilagens — Acido tanico a 5% e cloreto férrico a 3% (Pizzolato & Lillie, 1973),
secdes em historresina (Iaminas semipermanentes); controle com acido tanico;

Lipidios totais — Sudan Black B 1% em etano 70% (Jensen, 1962), secdes em
historresina (laminas semipermanentes); controle com metanol/cloroférmio/agua/acido
cloridrico (MCAA) (66:33:4:1), antes da fixacao;

Substancias lipofilicas — Sudan Ill ou sudan IV 1% em etanol 70% (Jensen, 1962),
secdes em historresina (Iaminas semipermanentes); controle MCAA;

Compostos fendlicos totais — Sulfato ferroso 2% em formalina 4% (Johansen, 1940),
secdes em historresina (Iaminas permanentes); controle com metanol, antes da fixagéo;

Taninos (compostos fendlicos) — Vanilina 0,5% em acido cloridrico 9% (Mace & Howel,
1974), secbes em historresina (laminas temporarias montadas com acido cloridrico a 9%);
controle vanilina cloridrica;

Lignina (composto fendlico) — Floroglucinol 1% em acido cloridrico 20% (Johansen,

1940), secdes em parafina ou historresina (laminas temporarias com agua destilada).

llustracao

As secbes anatdmicas dos frutos (pericarpos) e sementes em desenvolvimento
serdo ilustradas mediante fotomicrografias obtidas por captura de imagem por camera
digital acoplada a microscopio Leica EZ4D. As imagens serdo processadas mediante
software Leica Application Suite Versdo 1.8. As escalas referentes as ilustracdes serdao

obtidas com lamina micrométrica nas mesmas condi¢c8es 6pticas utilizadas para cada caso.

Desenvolvimento de plantulas

Plantulas de espécies de Asteraceae serdo analisadas morfolégica e
anatomicamente. Plantulas de espécies de Melastomataceae poderdo também ser
investigadas se houver a) tempo disponivel durante a execucdo do projeto e b) estudante

de pos-graduacgédo ou graduacdao interessado em desenvolver este tema.



Obtencéo de plantulas de Asteraceae

As cipselas serdo lavadas em solucdo de hipoclorito de sédio e agua corrente e
colocadas para germinar em caixas do tipo gerbox, sobre papel umedecido com agua
destilada. A germinacado das cipselas ocorrera em camara de germinagédo TE 400 Tecnal, a
temperatura constante e sob iluminacgéo fluorescente branca continua.

As cipselas germinadas, caracterizadas pela protrusdo da raiz principal, serdo
transferidas para solo (mistura de solo e substrato organico em igual proporcao) contido em
sacos plasticos. Os sacos com as plantulas serdo mantidos em casa de vegetacéo coberta
com sombrite 50%.

O desenvolvimento inicial das espécies sera feito sob duas fases, a de plantula e de
tirodendro. Essas fases sdo definidas conforme Souza (2009a) e Souza et al. (2009):
plantula é considerada a fase que abrange o vegetal, desde a germinagcdo consumada da
semente até a formacdo da primeira folha ou eofilo; a fase seguinte, denominada de

tirodendro, se estende até o momento em que aparece o primeiro metafilo.

Andlise morfoldgica da plantula

As plantulas serdo descritas e classificadas morfologicamente conforme Vogel
(1980), Garwood (1996) e Souza et al. (2009). A descricao morfolégica da folha obedecera
Rizzini (1977) e Hickey (1979).

Andlise anatdbmica da plantula

O estudo anatdbmico da plantula sera feito na raiz, colo ou coleto, hipocétilo, n6
cotiledonar, cotilédones, epicotilo e eofilo(s). As técnicas de fixacdo, emblocamento, corte
em micrétomo, coloracdo e montagem dos cortes serd semelhante ao descrito para o

estudo dos frutos e sementes.

Estrutura de folhas

Serao analisadas folhas de espécies de Asteraceae e Melastomataceae.

Coleta de folhas

As folhas serdo obtidas em herbario (exsicatas) em espécimes de campo
(material fresco ou fixado). No caso das folhas de herbario, elas serdo reidratadas através
de fervura em agua destilada com gotas de glicerina e, posteriormente, armazenadas em
alcool 70% (Johansen, 1940). Também podera ser utilizada a técnica de Smith & Smith
(1942) para reversao das folhas herborizadas, que consiste em ferver as amostras em agua
destilada, mantendo-as de molho em KOH 5% por duas horas, seguindo com lavagens em

agua e desidratacao até alcool 70%.



No caso das folhas obtidas no campo, elas serdo coletadas de ramos de espécimes
do Parque Estadual da Serra do Cip6 (Minas Gerais, Brasil), e Parques Estaduais de Vila
Velha e Guartela (Parand, Brasil). O material vegetal fresco sera colocado em fixador FAA
(Formalina, Acido Acético e Alcool Etilico) 50% (Karnovsky, 1965) e trazido & Universidade
Estadual de Maringa, onde o material sera submetido a bateria de alcoois, de
concentracdes de 50% e 60% e posteriormente ao alcool 70%, no qual sera armazenado

durante tempo indeterminado.

Andlise anatdbmica em microscépio de luz e ilustragéo

Para cada folha serdo analisados, quando possivel, o peciolo (regibes basal, média
e apical) e o limbo (base, meio, apice, nervura central e bordo). As técnicas de fixacao,
emblocamento, corte em micrétomo das folhas, coloracdo e montagem dos cortes seréo
semelhantes ao descrito para o estudo dos frutos e sementes. Da mesma forma que os
frutos e sementes, as secbes das folhas serdo ilustradas com fotomicrografias em

microscopio Leica.

Dissociacédo da epiderme

A epiderme de ambas as faces dos nomofilos também serdo analisadas mediante a
retirada de amostras de aproximadamente 4 cm? entre a margem e a nervura principal na
porcdo mediana da folha, sendo colocadas em solu¢do aquosa contendo alcool etilico a
70%, até serem processadas em laboratério. A dissociacdo da epiderme foliar sera
realizada colocando cada amostra coletada num frasco contendo solucdo 1:1 de &acido
acético glacial e peréxido de hidrogénio (modificado de Franklin, 1945). O frasco sera
mantido em estufa a temperatura de 60°C por 12 horas, ou pelo tempo necessario para a
total dissociacéo da epiderme. Apés este processo a epiderme dissociada sera lavada em

agua destilada, colocada em lamina e corada com safranina.

Padréo de nervacéo/venacéao

Para a analise do padrdo de venacao, as folhas das espécies serdo submetidas a
diafanizacdo em hipoclorito de sédio (NaOH), como descrito em Souza et al. (2005). As
folhas diafanizadas serdo coradas com fucsina e montadas entre laminas com gelatina
glicerinada. Serao obtidas imagens dessas folhas através de microscépio estereoscopico

Leica EZ4D com camera digital embutida, e posterior captacdo de imagem em computador.
Analise de sistemas subterraneos
Coleta e fixacdo de material botanico

Serao coletados sistemas subterraneos e cipselas de 8-10 espécies de Asteraceae

nos Parques Estaduais de Vila Velha e Guartela. As amostras de sistemas subterraneos



serao obtidas através de escavacoes a partir do broto mais novo até o mais antigo, visando
observar a disposicdo do sistema sem retira-lo por completo do solo. As cipselas servirdo
para obtencdo das plantulas, conforme técnica ja descrita no item desenvolvimento de
plantulas. Frisa-se que as plantulas se desenvolverdo em solo coletado no ambiente de
ambos os parques. Este solo devera ser previamente analisado fisica e quimicamente pelo
Laboratério de Solos da Universidade Estadual de Maringa.

As amostras coletadas do sistema subterraneo e das fases de plantulas serédo
fixadas em FAA 50%, solucdo de Karnovsky ou Bouin, desidratados em série etilica e

armazenadas em etanol 70%.

Analise de carboidratos de reserva

A partir do procedimento inicial indicado no item anterior, serdo coletados sistemas
subterraneos e cipselas de 5 espécies de Asteraceae nos Parques Estaduais de Vila Velha
e Guartela. As amostras de sistemas subterraneos serdo obtidas através de escavacdes a
partir do broto mais novo até o mais antigo. As cipselas servirdo para obtencdo das
plantulas, utilizando solo coletado no ambiente de ambos os parques.

Para andlise dos carboidratos de reserva, seréo realizados dois procedimentos:

a) ldentificacdo de frutanos: amostras de Orgdos subterrdneos serdao fixadas em
etanol a 70% e secionadas. Os cristais de inulina seréo visualizados sob luz polarizada e a
presenca destes cristais sera confirmada por reagcdo com reagente timol-acido sulfirico
(Johansen, 1940).

b) Quantificacdo dos carboidratos ndo estruturais: para a avaliacdo dos carboidratos
nao estruturais, serdo quantificados os teores de amido, carboidratos sollveis totais e
sacarose. Dessa forma, as amostras coletadas serdo trituradas e centrifugadas para a
obtencao do extrato alcodlico, o qual sera evaporado e adicionado agua destilada, obtendo-
se 0 extrato aquoso, a partir do qual serdo determinados os teores dos compostos soluveis.
Ao residuo da centrifugacéo sera realizada hidrélise acida para determinacgao dos teores de
amido, segundo o método descrito por McCready et al. (1950). Os teores de carboidratos
soluveis totais serdo determinados através de reacfes com antrona (Clegg, 1956). A
sacarose sera determinada através da reacdo de antrona fria, apés a adicdo de KOH

guente (Passos, 1996).

Andélise morfologica

As plantulas serdo descritas morfologicamente de acordo com terminologia ja
mencionada no item desenvolvimento de plantulas. Para a descricdo da morfologia dos
sistemas subterraneos dos individuos adultos sera adotada terminologia de Appezato-da-
Gldria (2003). A investigacao da morfologia do sistema subterraneo sera analisada quanto a
presenca de protuberancia, textura, suculéncia, rigidez e formato dos 6rgaos. Os sistemas

serdo ilustrados mediante fotografias e/ou desenhos.



Analise anatdmica

Serdo analisadas todas as partes das plantulas (raiz, coleto, hipocotilo, cotilédones,
epicétilo e eofilo) e as regides da base, meio e apice dos sistemas subterrdneos. As
técnicas de emblocamento, corte em micrétomo (rotacdo ou deslize), coloracdo e
montagem dos cortes serdo semelhantes ao descrito para o estudo dos frutos e sementes.
Da mesma forma que os frutos e sementes, as secdes das plantulas e sistemas

subterraneos seréo ilustradas com fotomicrografias em microscopio Leica.

Aspectos ecolbgicos

O estudo sera realizado para espécies campestres de Asteraceae e
Melastomataceae, que serdo coletadas nos Parques de Vila Velha e Guartela. Todos os
espécimes coletados serdo classificados quanto a forma de vida de acordo com o sistema
de Raunkiaer (1934), adaptado por Mueller-Dombois & Ellenberg (1974), sendo eles:
caméfitas, gedfitas, hemicriptéfitas, lianas, parasitas, teréfitas e fanerdfitas.

A classificacdo das caracteristicas morfofuncionais das plantulas sera feita a partir
de observagbes diretas das plantulas no habitat natural ou com plantulas resultantes da
germinacdo das cipselas em camara de germinagcdo TE 400 Tecnal, a temperatura
constante e sob iluminacdo fluorescente branca continua, como descrita anteriormente.
Para a classificacdo seguira o sistema de Vogel (1980), Garwood (1996) e Souza et al.
(2009). As caracteristicas morfolégicas das plantulas serdo associadas com outras
caracteristicas morfologicas e ecoldgicas de cada espécie, tais como: grupo sucessional,
peso das cipselas, sistema sexual, alocacdo da biomassa, raiz/parte aérea, local de
ocorréncia, sindrome de dispersao e época de frutificacao.

A caracterizacdo das espécies em grupos sucessionais seguird a proposta da
Resolucdo do CONAMA (2007). O peso das cipselas sera obtido através de balancas
analiticas, onde serdo propostas classes de peso em gramas. A estimativa de alocacéo de
biomassa sistema subterraneo/parte aérea sera realizada através da coleta de cinco
plantulas de cada espécie, um més apos a data de emergéncia. As plantulas seréo lavadas
e separadas em parte aérea e sistema subterraneo, secadas em estufa a 70 °C por,
aproximadamente, 48 h e pesadas até atingir peso constante. Os pesos secos seréo
analisados para definir a razdo sistema subterraneo/parte aérea. As espécies serdo
separadas quanto ao local de ocorréncia em: campo seco, campo Umido e campo com
afloramento rochoso.

As sindromes de dispersdo serdo obtidas a partir da analise da morfologia
dos diasporos coletados, que serdo classificadas de acordo com Pijl (1982), como
anemocoricas (dispersdo pelo vento), quando apresentarem estruturas ou formas que

facilitam a planacdo ou voo; zoocéricas, com caracteristicas de dispersdo por animais, e



autocoricas para aquelas cujos diasporos séo dispersos por gravidade ou deiscéncia
explosiva.

A coleta de dados fenoldgicos sera obtida pelo trabalho de Silva (2014), enquanto os
dados sobre sistemas sexuais serdo obtidos de literatura especializada.

Para avaliar as possiveis relacdbes da morfologia das plantulas com as
caracteristicas ecolégicas, serdo utilizadas analises de qui-quadrado de contingéncia e os
resultados de biomassa com a morfologia das plantulas e em relacdo aos locais de

ocorréncia, serdo realizadas andlises de variancia (Sokal & Rohf, 1981).

Potencial fitoquimico

Coleta das plantas e preparacdo dos extratos brutos

As plantas coletadas nos Parques Estaduais de Vila Velha e Guartela serdo
identificadas por especialistas botanicos e incorporadas ao Herbario da UEM. Parte do
material vegetal coletado sera levada ao Laboratério de Fitoquimica do Departamento de
Quimica da UEM, onde as partes aéreas dessas plantas serdo secas em estufa e/ou
levadas a hidrodestilagdo para extracdo de 6leo essencial Do material seco serdo obtidos

0s extratos brutos que serédo preparados pela extracéo a frio, com metanol.

Fracionamento dos extratos brutos
Os extratos brutos serdo fracionados por particdo em solventes de diferentes
polaridades e/ou por fracionamento em coluna cromatografica, utilizando-se adsorventes

adequados aos tipos de compostos presentes em cada planta.

Caracterizacao dos compostos isolados e do dleo essencial
Seré feita com base na anélise de dados espectroscopicos de UV, IV, EM, RMN'H e
RMN™C.

Potencial medicinal das plantas

Em relagcdo ao estudo histoquimico, os testes serdo realizados de acordo com as
recomendacgfes propostas por Ascensdo (2003), no material vegetal fresco, em secfes
transversais, longitudinais e paradérmicas.

Para identificacdo de substéncias apolares serao utilizados:

Sudan |ll para lipidios totais (Johansen, 1940); Sulfato Azul do Nilo para
diferenciacdo de lipidios &cidos e neutros (Cain, 1947); Tetréxido de 6smio para a
identificacdo de lipidios insaturados (Ganter & Jollés, 1969, 1970); reagente de NADI para
identificacdo de Oleos essenciais e oleoresinas (David & Carde, 1964) e para identificacdo

de esteroides, tricloreto de antimdnio (Hardman & Sofowora, 1972; Mace et al., 1974). Para



lactonas sesquiterpénicas sera utilizada solucdo de acido sulfarico com inclusdo em
glicerina a 50% (Geissman & Griffin, 1971) e para identificacdo de terpenoides com grupo
carbonila, a 2,4—dinitrofenilhidrazina (Ganter & Jollés, 1969, 1970).

Para substancias polares serdo empregados testes:

Solucéo de cloreto férrico (Johansen, 1940) e dicromato de potassio (Gabe, 1968)
para a identificacdo de compostos fendlicos totais; vanilina cloridrica (Mace & Howell, 1974)
para a identificacdo de taninos, reagente de Dragendorff (Svendsen & Verpoorte, 1983),
para identificacdo de alcaloides; PAS (McManus, 1948) para identificacdo de
polissacarideos totais; lugol (Jensen, 1962) para a identificacdo de amido; vermelho de
ruténio (Johansen, 1940) para identificar pectinas e azul brilhante de Comassie (Fischer,
1968) para identificar proteinas totais.

Como controle para identificacdo de substancias apolares, as sec¢des serdo tratadas
por 5 minutos em cada passagem da série etanolica 25%, 50%, 75% e 100% e cetbnica,
seguida de reidratagéo gradual (Lewinsohn et al., 1998). Como controle para identificac&do
de substancias polares, as secdes serdo tratadas com solucdo comercial de hipoclorito de
sodio (maximo 2%) por 15 minutos, seguidas de 3 lavagens consecutivas em solucéo de
agua destilada:acido acético (1:500).

De acordo com Kraus & Arduin (1997), os testes usados nos estudos anatbmicos
para o reconhecimento de metabdlitos celulares, em geral, reagem com mais de uma
substancia; em razdo dessa recomendacao, serdo realizadas de uma a trés repeticdes para
cada grupo de substancias testadas.

A caracterizacdo da superficie dos 6rgaos de interesse sera complementada com analise
do material em microscopio eletrénico de varredura, segundo a técnica descrita por
Robbards (1978). Para isso as amostras de material fresco serdo tratadas com solucéo de
glutaraldeido a 2,5% e em tampéao fosfato 0,1M, pH 7,3 e desidratadas em acetona,
seguidas por ponto critico. Em seguida, as pecas serao fixadas com fita adesiva dupla face
em suporte de aluminio e recobertas com ouro, formando uma camada com
aproximadamente 20nm de espessura e analisadas em microscépio eletrdnico de

varredura.

5 - Resultados Esperados
Preservagdo ambiental

Os Parques Estaduais de Vila Velha e Guartela, no Parana, sdo ambientes
ameacados por acao antrépica, o que torna vulneravel todo o patrimbnio genético e a
biodiversidade |4 existentes. E urgente, portanto, o incentivo de agéncias financiadoras,
publicas e privadas, na realizacéo de estudos botanicos, ecolégicos e fitoquimicos, que sao
fundamentais para qualquer acdo de preservagcdo ou de aproveitamento sustentado da

vegetacédo dos referidos parques.



Conhecimento cientifico

O conhecimento cientifico gerado nos estudos botanicos, ecoldgicos e fitoquimicos
da vegetacdo auxiliardo no entendimento das estratégias morfoecofisiolégicas que sdo
utilizadas pelas plantas endémicas ou espontaneas que se desenvolvem nos ambientes dos
parques. E essencial que este conhecimento obtido nos estudos seja divulgado no meio
cientifico, mediante apresentacdo de trabalhos em eventos técnico-cientificos e publicacéo

em revistas especializadas e ndo especializadas.

Educacdo ambiental

Todo conhecimento cientifico gerado e divulgado contribuira enormemente com a
educacao popular. S6 preserva o ambiente quem conhece e valoriza a importancia dos
seres vivos e sua interagdo com fatores fisico-quimicos daquele ambiente. A divulgagéo do
catalogo detalhado de parte das plantas que vivem nestes parques também contribuird na

educacdo ambiental do povo.

Geracdo de monografias, dissertacdes e teses

No projeto participarédo estudantes de graduacéo (trabalhos de concluséo de curso e
de iniciacéo cientifica) e po6s-graduacao (dissertacdo de mestrado e tese de doutorado) que
usardo a vegetacdo dos parques como objeto de seus estudos. Desta forma, o projeto
estara contribuindo com a formacéo de futuros cientistas, professores e pesquisadores

brasileiros.

Levantamento de potencial fitoquimico
Nos parques ha iniUmeras espécies vegetais endémicas, pouco conhecidas, que
devem apresentar potencial quimico que pode contribuir com compostos de importancia

medicinal, alimenticia, cosmética, herbicida, inseticida ou de outro interesse humano.
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