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Resumo

A Polygala sabulosa A. W. Bennet é uma espécie pertencente a familia Polygalaceae
encontrada na regido Sul do pais. Essa espécie € muito estudada quanto o seu potencial
medicinal, tendo varias pesquisas envolvendo a mesma para obtencdo de metabolitos
secundarios; porém, ndo sdo encontrados na literatura dados ou estudos sobre suas
caracteristicas favoraveis a germinacdo como melhor substrato, se a espécie apresenta
dorméncia ou ndo e ainda testes revelando o vigor e viabilidade das sementes. Devido a essa
auséncia de dados o presente projeto tratard de comparar trés tipos de substratos (papel-filtro,
vermiculita e substrato comercial), concomitante com um teste de quebra de dorméncia
fisioldgica através da aplicacdo de giberilina no processo de germinagéo assim como realizar
com as sementes testes de tetrazolio e de condutividade elétrica para determinar a viabilidade
e 0 vigor das sementes respectivamente. Esperando com os resultados determinar o indice de
velocidade de germinagdo, a porcentagem de germinagdo, presenca ou nao de dorméncia
fisiologica e se as sementes coletadas a campo em seu lugar de desenvolvimento natural
apresentam ainda viabilidade e vigor; gerando assim dados béasicos para fundamentacdo de
um protocolo de germinacdo para a espécie, permitindo futura criacdo de banco de
germoplasma assim como e melhoramento genético. Os testes ocorrerdo em camera B.O.D e
em casa de vegetacdo no municipio de Curitibanos- Santa Catarina no Campus Universitario
da Universidade Federal de Santa Catarina.

Palavras Chaves: Polygala sabulosa, germinacdo, substrato, dorméncia, vigor e viabilidade.
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1. Introducéo

A espécie Polygala sabulosa A. W. Bennet pertence a familia Polygalaceae. Essa
familia é encontrada em quase todo 0 mundo com mais frequéncia nas regifes tropicais e
temperadas ndo sendo visualizada apenas nas zonas Antartica e Artica (Paiva 1998, Marques
& Peixoto 2007, apud LUDTKE, 2008). A familia Polygalaceae é representada atualmente
por 19 géneros que compreendem cerca de 1300 espécies (LUDTKE, 2008).

Sobre a Polygala sabulosa se sabe que a mesma possui grande potencial medicinal
sendo que seus metabolitos secundarios agem de maneira antinociceptiva, tripanocida,
anticonvulsivante, ansiolitica, neuroprotetora e citotdxica (Ribas et al., 2008; Pizzolatti et al.,
2008; Duarte et al., 2008; Franco et al., 2007; Duarte et al., 2007; Meotti et al., 2006;
Pizzolatti et al., 2003; Montanher et al., 2002 apud MENDES, 2008). Porém nada se sabe
quanto suas caracteristicas especificas necessarias para germinacgdo, sendo uma planta com
alto potencial medicinal, conhecer tais caracteristicas sdo de grande importancia, pois, 0
conhecimento de caracteristicas da germinacdo pode auxiliar em futuros estudos sobre a
espécie, auxiliar na formacdo de banco de germoplasma, e facilitar o trabalho de
melhoramento genético na espécie.

Mediante a falta desses conhecimentos se faz necessario a realizacdo de testes de
germinacdo da espécie. No Brasil, os métodos indicados para a realizacdo do teste de
germinacdo podem ser encontrados no livro Regas de Analise de Sementes do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). As RAS como sdo chamadas descrevem
para varias espécies as caracteristicas ideais para a germinacdo, quando porém as RAS nédo
trazem caracteristicas da espécie ou da familia as ser estudada como € o caso da Polygala
sabulosa, deve-se atentar para as caracteristicas basicas e minimas para que o teste de
germinacao se encaixe nos padrdes nacionais e internacionais.

O teste de germinacdo compreende a coleta das sementes, preparacdo do lote,
padronizacdo do mesmo, analise de pureza, obtencdo das amostras de trabalho e realizacdo do
teste (RAS, 2009). Dentre esses testes, além do teste de germinagdo em si, pode-se contar com
0s testes rapidos para determinar a viabilidade e o vigor das sementes testadas, esses testes
sdo os teste de tetrazélio e o da condutividade elétrica respectivamente (RAS, 2009).

H& fatores que devem ser levados em consideragdo quando se realiza testes de
germinacéo, entre eles encontram-se 0s substratos a serem utilizados, a umidade e aeragdo,
temperatura ideal, fotoperiodo, cadmeras onde se realizard o teste entre outros (PESKE,
ROSENTHAL E ROTA, 2003).

Atraves de testes de germinacdo como esses pode-se coletar diferentes dados que
podem ser trabalhados de varias maneiras para determinar diferentes parametros. Os
principais pardmetros sdo o indice de velocidade de germinacdo e porcentagem de
germinacdo, que sdao medidos conforme o0 nimero de sementes germinadas por dia que geram
plantulas normais e a classificagdo como plantula normal, se faz de acordo com as Regras de
Analise de Sementes.



O seguinte projeto tem como objetivo determinar qual o melhor substrato é melhor
para a germinacdo da espécie, testar a presenga ou nao de dorméncia fisiologica através de
tratamento com acido giberélico e determinacdo da viabilidade e vigor das sementes através
de testes como tetrazdlio e condutividade elétrica.



2. Justificativa

O ndmero de plantas usadas com fins medicinais aumenta a cada dia assim como a
descoberta de medicamentos fitoterapicos. De acordo com Rodrigues e Carlini, (2002)
fitoterapicos sdo medicamentos originados exclusivamente de material botanico integral ou
seus extratos e que séo usados com propdsito de tratamento médico.

Segundo a ANVISA,

Todo o medicamento techicamente obtido e elaborado, empregando-se,
exclusivamente, matérias-primas ativas vegetais com finalidade profilatica, curativa
ou para fins de diagnostico, com beneficio para o usuério. E caracterizado pelo
conhecimento da eficcia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade
e constancia de sua qualidade; é o produto final acabado, embalado e rotulado. Na
sua preparacdo podem ser utilizados adjuvantes farmacéuticos permitidos pela
legislagdo vigente. Ndo podem estar incluidas substancias ativas de outras origens,
ndo sendo considerado produto fitoterapico quaisquer substancias ativas, ainda que
de origem vegetal, isoladas ou mesmo suas misturas. (BRASIL, PORTARIA n.6,
DE 31 DE JANEIRO DE 1995; VIGILANCIA SANITARIA 2000).

No Brasil ha varias portarias quando se trata da producdo de novos medicamentos
etnofarmacos. E Sheldon et al, (1997) apud Rodrigues e Carlini (2002) destacam a
necessidade da criacdo de programas de conservacdo que garantam o cultivo de espécies
medicinais, visando a exploragéo e conservacdo das mesmas.

A Polygala sabulosa A. W. Bennet tem eficacia comprovada como antinociceptiva,
tripanocida, anticonvulsivante, ansiolitica, neuroprotetora e citotoxica (Ribas et al., 2008;
Pizzolatti et al., 2008; Duarte et al., 2008; Franco et al., 2007; Duarte et al., 2007; Meotti et
al., 2006; Pizzolatti et al., 2003; Montanher et al., 2002 apud MENDES, 2008),

Além disso a espécie é encontrada em quase todos os lugares do mundo,
principalmente nas regides tropicais e subtropicais; no Brasil ¢ encontrada com maior
intensidade no sul do Pais nos estados no Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana
(LUDTKE,2008).

Caracteristicas como essas geram a pergunta de porque essa planta que apresenta
grande potencial medicinal e se desenvolve de forma natural no estado ndo é estudada mais
profundamente quanto suas caracteristicas de germinacdo, para que através desses estudos a
Polygala sabulosa possa ser introduzida nas propriedades da regido de Curitibanos de forma a
servir futuramente como fonte de renda ao pequeno produtor e ainda como bancos de
germoplasma da espécie? Com o intuito de dar o primeiro passo nessa pesquisa esse projeto
realizara testes de germinacao para determinar a viabilidade e vigor das sementes de maneira
a gerar dados basicos para a futura implantacdo de protocolos e mais pesquisas com a

Polygala sabulosa A. W. Bennet.



3. Objetivo geral
Avaliar a influéncia de vermiculita, papel filtro e substrato comum como substrato e

tratamento com giberilina como método de quebra de dorméncia fisioldgica, para teste de

germinacdo com Polygala sabulosa A. W. Bennett.

3.1. Objetivos especificos

- Avaliar a influéncia de vermiculita, papel filtro e substrato comercial na germinacao;

- Identificar a existéncia ou ndo de dorméncia fisioldgica nas sementes através do
tratamento com acido giberélico;

- Avaliar a necessidade de tratamento das sementes com giberilina antes da
semeadura;

- Criar bases iniciais para o estabelecimento de protocolo de germinacao;

- Avaliar o indice de velocidade de germinacéo das sementes;

-Avaliar a porcentagem de germinacdo das sementes; através da contagem de plantulas
normais e anormais;

- Realizar teste de tetrazolio e condutividade elétrica das sementes para determinar sua
viabilidade e vigor;



4. Referencial Tebrico

4.1. A Familia Polygalaceae

Pertencente a ordem Fabales, a familia Poligalaceae é encontrada em quase todos 0s
lugares do mundo, com mais frequéncia em regides tropicais e temperadas, ndo tendo sido
visualizada nas zonas Antartica e Artica (Paiva 1998, Marques & Peixoto 2007, apud
LUDTKE, 2008). Atualmente a familia é formada por 19 géneros e 1300 espécies.

No Brasil a familia Poligalaceae é representada por cerca de 240 espécies divididas em
sete géneros, sendo que o género com maior nimero de espécies é o Polygala que apresenta
sozinho, 110 espécies e 30 variedades. Na regido sul do pais, que compreende Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul, sdo encontrados os géneros Bredemeyera, Monnina, Polygala e
Securidaca sendo que o Polygala se destaca com maior nimero de espécies identificadas
(LUDTKE, 2008).

O género polygala como ja descrito acima lidera em numero de espécies. Porém esse
género ndo se destaca apenas pelo numero de espécies e também pelo volume de estudos
realizados quanto ao isolamento de metabdlitos uma vez que as espécies desse género
possuem grande potencial medicinal.

4.2. A Espécie Polygala sabulosa

A Polygala sabulosa A. W. Bennett também é conhecida como Timutu - pinheirinho
(MENDES, 2008). Em A Familia Poligalaceae no Sul do Brasil Ludtke, (2008) descreve a
espéecie como, formada por subarbustos eretos ou decumbentes de 9 a 46 cm de altura, com
caule folioso quadrangular estriado, ou circular na base e quadrangular no apice,
escassamente piloso, com tricomas curtos, com ramificacdo basal, mediana ou terminal,
umbeliforme. As folhas sdo sesseis, alternas, subcarnosas ou carnosas, 0S racemos Sao
pedunculados, terminais densifloros, as flores séo rosadas ou lilases com sépalas externas
glabras, glandulosas e pétalas laterais, com ou sem glandulas; as sementes sdo pubérulas ou
pubescentes, elipsoides, apresentando de 1,2 a 2,2 mm de comprimento com apéndice
profundamente bilobado que pode chegar a 1/5 ou ultrapassar a semente 0,22 mm em
comprimento.

A Polygala sabulosa A. W. Bennett; aponta Lidtke, (2008), pode ser encontradas

com frequéncia em lugares umidos, beiras de banhado, turfeiras, brejos e depressées umidas
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ou ainda em campos limpos, secos que beiram as escarpas dos aparados da serra e estradas de
acesso. No Brasil ocorre nos estados de Santa Catarina, Minas Gerais, Rio Grande do Sul,
Parana e Sdo Paulo (Wurdack & Smith 1971, Marques 1988, Bernardi 2000, Marques &
Gomes 2002, Liidtke & Miotto 2004 apud LUDTKE, 2008). A espécie ainda apresenta
caracteristica higrofila e heliofila, ¢ largamente encontrada na “zona dos campos” do planalto
meridional catarinense, local onde apresenta grande e expressiva dispersao nos campos
umidos e beira de banhados, junto a vegetacdo arbustiva ou a vegetacdo graminacea alta
(Wurdack; Smith, 1971 apud MENDES, 2008).

As espécies do género Polygala tem vasto uso na etnofarmacologia (VIEIRA, 2011).

Quando se trata de Polygala sabulosa A. W. Bennett se tem estudos confirmando seu
potencial medicinal como antinociceptiva, tripanocida, anticonvulsivante, ansiolitica,
neuroprotetora e citotoxica (Ribas et al., 2008; Pizzolatti et al., 2008; Duarte et al., 2008;
Franco et al., 2007; Duarte et al., 2007; Meotti et al., 2006; Pizzolatti et al., 2003; Montanher
et al., 2002 apud MENDES, 2008)

4.3. Germinacéao

O conceito de germinacéo difere de acordo com o ponto de vista que se toma. Em
termos fisioldgicos se entende por germinacdo 0 processo que inicia com a embebicdo de
agua pela semente e formacao e protrusdo da raiz primaria através do tegumento da planta,
porém as Regras de Analises de Sementes discordam e conceituam como germinagdo a
formacéo da plantula, classificando a germinacao de acordo com as plantulas que sdo geradas,
dessa forma sementes que ndo geram plantulas ndo germinaram. (FRANZIN; ROVERS,
2013).

A germinacdo da semente envolve a superacdo da dorméncia da semente quando a
mesma a apresenta, e a retomada de crescimento pelo embrido, durante a germinagdo se
reinicia a transcricdo de genes e a sintese de proteinas; ocorre também grande aumento das
taxas respiratorias e metabdlicas da semente para que ocorra a transformacdo do embrido da
semente em plantula (PESKE; ROSENTHAL; ROTA, 2003).

Quando se testa a germinacdo em sementes precisam-se saber alguns conceitos
envolvidos na mesma; a viabilidade das sementes é expressa pelo nimero de sementes
presentes em um lote com capacidade de germinar.

O vigor de sementes ndo & uma propriedade Unica e mensuravel, como a germinacao,

mas sim um conceito descrevendo varios aspectos de representacdo no campo (FRANZIN;
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ROVERS, 2013). De maneira mais pratica o vigor de sementes pode ser descrito quando se
compara dois lotes de sementes em condicdes diferentes e se analisa qual dos lotes apresentou
maiores taxas de germinacdo sob mesmas condicdes, 0 lote que apresenta maior taxa de
germinacdo em ambas as condi¢des tem sementes com maior vigor que o outro.

Segundo o0 RAS, (2009), para que ocorra a germinacao € necessario o fornecimento de
condicGes favordveis como temperatura, umidade, luz e aeracao.

Segundo Peske; Rosenthal; Rota, (2003) em Sementes: Fundamentos Técnicos e
Cientificos descrevem trés temperaturas na germinacdo, temperatura minima, maxima e
6tima, sendo o 6timo para a maioria de espécies a temperatura constante de 20° C ou
temperaturas alternadas de 20 — 30° C.

O fotoperiodo da espécie € um fator importante a se considerar durante o teste de
germinacdo, para a espécie Polygala sabulosa A. W. Bennett ndo se encontra na literatura
descricdo de fotoperiodo ideal para a germinacao das suas sementes, Peske; Rosenthal; Rota,
(2003) apontem que existem espécies que dependem de luz para a germinacdo das sementes e
espécies que ndo precisam, assim como existem espécies que ndo apresentam menores taxas
de germinacdo com ou sem luz, para essas espécies se recomenda a germinacdo com luz uma
vez que se pode assim avaliar problemas nas plantulas como deficiéncia de clorofila, e ainda
pode-se evitar o desenvolvimento de plantulas estioladas ou hialinas que sdo mais
susceptiveis ao ataque que microrganismos.

Uma vez que ndo se encontra descri¢cdes sobre fotoperiodo para a espécie testada, o
fotoperiodo usado sera fixado em 10 horas.

Outro fator que se deve levar em consideracdo quando se realiza um teste de
germinacdo é a presenca ou ndo de dorméncia na semente da espécie testada. A RAS, (2009)
descreve dois tipos de dorméncia de sementes a dorméncia fisioldgica e a dorméncia fisica. A
dorméncia fisica geralmente é observada em sementes maiores onde o embrido apresenta
grande parte das reservas necessarias para que ocorra a germinacdo, porem o tegumento da
semente é impermeavel devido acdo de camadas simples ou duplas de material lignificado. A
dorméncia fisiologica por sua vez tem total relagdo com o embrido, j& que 0 mesmo apresenta
restri¢fes fisioldgicas que impedem a formacdo da raiz priméaria, quando o embrido ndo se
desenvolve ou ainda ano gera ou gera plantulas anormais (VIVIAN et al., 2008).

No RAS, (2009) sdo apresentados varios métodos testados e certificados para
realizar a quebra das dorméncia fisica e fisioldgica das sementes para dorméncia fisica que é
relacionada com a impermeabilidade do tegumento um dos métodos indicados é a embebigédo

da semente em agua pelo periodo de 24 — 48 horas, 0 teste de germinacédo deve se iniciar logo



12

apos o periodo de embebicdo. Em alguns casos a 4gua onde as sementes devem ser embebida
pode sofrer variacdo de temperatura para fria ou quente. Conforme especificidades da espécie.

Para a quebra da dorméncia fisioldgica um dos métodos indicados pelo RAS, (2009) é
o0 tratamento das sementes com acido giberélico (GAs). Esse tratamento se baseia no fato de
que o embrido precisa produzir giberilina para que ocorra 0 estimulo de sintetizacdo e
secrecdo de alfa-amilase pelas células de aleurona, que inicia a quebra do amido no
endosperma para o fornecimento de energia usada no crescimento e desenvolvimento do
embrido em plantula. Sementes com dorméncia fisiolégica muitas vezes podem apresentar
dificuldades para germinar devido a insuficiéncia de giberilina.

O tratamento com &cido giberélico citado na RAS se reduz ao umedecimento do
substrato usado para germinacdo com solucdo de 0,05% de GAj; alguma culturas requerem
concentragbes maiores, assim com outras requerem concentracdes menores, na literatura nao
ha& descricdo de métodos de quebra de dorméncia para a Polygala sabulosa sendo assim
fixaremos a concentracdo da solucao de 0,05% para o teste de germinacao dessa espécie.

O substrato é parte fundamental em testes de germinacdo uma vez que sdo eles que
servem como base onde as plantulas desenvolvidas vao lancar e firmar suas raizes, assim
como serve de fonte de nutrientes para as mesmas (MELO, BORTOLOZZO E VARGAS,
2013).

Segundo Kanashiro, 1999 apud Junior et al. (2006) o substrato pode ser formado por
matéria organica mineral, organica ou sintética, com apenas um material ou mistura de
diversos materiais que podem ou nao ter caracteristicas desejaveis de qualidade.

A germinacdo depende muito do substrato, pois cada tipo de substrato apresenta
caracteristicas como aeragdo, estrutura, capacidade de retencdo de agua, infestacdo por
patdgenos. Diferencas nessas caracteristicas podem favorecer ou prejudicar a germinacao.
(JUNIOR et al., 2006)

O substrato a ser escolhido para a germinacdo deve ser de facil disponibilidade e
transporte, deve apresentar auséncia de agentes patdgenos e plantas daninhas, ph adequado,
boa textura e estrutura além de ser rico em nutrientes (SILVA et al., 2001) e manter uma
proporcao adequada entre umidade e aeracdo (POPINIGIS, 1985 apud JUNIOR et al., 2006).

Os melhores substratos recomendados variam de acordo com as condi¢des em que se
realiza o teste de germinacdo. Quando se realizado em laboratorio em camaras de germinacéo
0s substratos recomendados sédo segundo Peske; Rosenthal e Rota, (2003), o papel toalha,
papel mata-borrdo, papel filtro, pano, areia e solo. O solo tem uso limitado nos testes de
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germinacdo por razdes de fitossanidade, e quando se utiliza de areia ou solo as sementes ndo
devem ser cobertas apenas comprimidas contra 0s mesmos.

Quando em campo existem varios substratos disponiveis no mercado com diferentes
formulacBes. Entre eles encontramos a casca de arroz carbonizada que apresenta alta
estabilidade fisica, resisténcia a decomposicao, porém, uma vez que apresenta alta porosidade
deve ser misturado com outros substratos para melhor retencdo de &gua. A turfa € um
substrato de origem vegetal, com baixo peso, altas capacidade de retencdo de agua, elevada
CTC a ph entre 3,5 a 8,5. A vermiculita € muito utilizada e € um mineral com a estrutura da
mica expandida a altas temperaturas; apresenta alta retencdo de &gua, elevada porosidade e
baixa densidade, além de alta CTC e pH préximo a 8,0. A perlita tem alta porosidade, retém
agua em ate cinco vezes 0 seu peso e apresenta pH entre 7,0 a 7,5 e apresenta prec¢o elevado
guando comparado com os demais substratos (EMBRAPA UVA E VINHO, 2013).

Ainda sdo encontrados no mercado varios substratos, os quais sdo compostos por
diferentes materiais como os citados acima e ainda casca de pinus compostada, carvéo,
espuma fenolica, fibra de coco e linhito. Esses substratos podem ser utilizados em misturas
com proporcdes diversas de acordo com o padrdo que cada empresa produtora segue.
(MAIORANO, 2003).

Nesse projeto pretende-se utilizar trés substratos, sendo eles papel filtro, vermiculita e
substrato comercial.

O RAS, (2009) indica que quando se realiza testes de germinacdo é recomendada, a
aplicacdo de testes como o de tetrazdlio e condutividade elétrica das sementes para determinar
a viabilidade e vigor das sementes respectivamente.

O teste de tetrazolio é um teste bioquimico no qual se utiliza o indicador incolor 2,3, 5
trifenil cloreto ou brometo de tetrazdlio para corar os tecidos vivos da sementes buscando a
indicar a viabilidade da mesma, esse teste se baseia na taxa de reducdo que supostamente
ocorre durante a respiracdo dos tecidos vivos da semente, durante esse processo ocorre
liberacdo de ions de hidrogénio que quando em contado com o tetrazdlio fazem com que o
mesmo seja reduzido a um composto vermelho, estavel e ndo difusivel chamado trifenil
formazam (RAS, 2009).

O teste de condutividade elétrica por sua vez ajuda a determinar o vigor das sementes
através da integridade do sistema de membranas celulares. Quando mergulhados em agua
devidamente deionizada, ocorre liberacdo de solutos citoplasmaticos, a intensidade dessa
liberacdo depende do grau de desorganizagdo das membranas. Quanto maior a quantidade de

eletrolitos liberados maior o grau de desorganizacdo celular da membrana, menor a
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capacidade da mesma de se regenerar de danos leves ou extensos, € menor 0 seu vigor e vice
versa. (PESKE; ROSENTHAL e ROTA, 2003).

Segundo Peske; Rosenthal e Rota, (2003) a interpretacdo do teste de germinagéo
consiste em separar e contabilizar as plantulas normais que sdo capazes de gerar plantas
normais em condicGes favoraveis, das anormais que ndo sdo capazes de gerar plantula normal
em condi¢des favoraveis de desenvolvimento. A classificacdo em plantula normal e anormal
varia de acordo com as caracteristicas da familia. Para a classificacdo de plantulas normais e
anormais pode se levar em consideracdo dados como as dimensdes da parte aérea e radicular
que, por exemplo, deve ser proporcional em plantulas intactas com excecdo para certas
espécies florestais que apresentam raizes muito compridas em relagdo com a parte aérea.

O indice de velocidade de germinacdo ou IVG, outro parametro que auxilia na
interpretacdo do teste de germinacdo é calculado a partir de dados de contagem de plantas
germinadas, e tem como objetivo determinar as diferentes velocidades nos tratamentos
aplicados (BRASILEIRO; CARVALHO; KARIA, 2008).

A porcentagem de germinacdo deve ser calculada seguindo os passos estipulados no
RAS, (2009) que indica a formula matematica usada assim como conceitua o calculo de
porcentagem de germinacgdo, como a propor¢do de sementes que produzem plantulas normais

em condi¢des e periodo especificados no teste de germinacao.

4.4. Curitibanos

O municipio de Curitibanos esta localizado no centro geografico do estado de Santa
Catarina mais precisamente na encosta do planalto catarinense, nas coordenadas
de latitude 27°16'58" sul e longitude 50°35'04" oeste. O municipio conta com uma populagdo
de 37748 habitantes e uma area de 949 km2.

Situado no Bioma Mata Atlantica, a paisagem predominante é a mata das araucarias.
Curitibanos conta com relevo na maior parte suavemente ondulado e ondulado. O clima da
cidade é temperado Umido, apresentando verao fresco e frio predominando na maior parte do
ano, o inverno é muito rigoroso com ocorréncia de muitas geadas e algumas vezes neve. As
temperaturas media da cidade sdo de 16 a 17° C (SECRETARIA DE ESTADO DE
DESENVOLVIMENTO REGIONAL, 2013), chegando a alcancar temperaturas médias nos
meses frios de 10,6°C (AGENCIA EMBRAPA DE INFORMAQAO TECNOLOGICA,


http://pt.wikipedia.org/wiki/Latitude
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sul
http://pt.wikipedia.org/wiki/Longitude
http://pt.wikipedia.org/wiki/Oeste
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2013). A primavera € a estagdo das chuvas. Quando se trata de hidrografia o0 municipio esta
situado na bacia do rio Uruguai e é cortado por seis rios (IBGE, 2013).

4.5. Rancho Queimado

Apresentando latitude 27°40'21" sul e longitude 49°01'18" oeste, 0 municipio de
Rancho Queimado se localiza a uma altitude de 810 metros, apresenta populacdo de 2748
habitantes e area de 286432 km?2 (IBGE, 2013). O bioma presente na cidade é a Mata
Atlantica sendo encontrado na mesma os ecossitemas, floresta ombrofila mista, ou floresta
das araucérias, floresta estacional semidecidual, campos de altitude e matas nebulares. O
clima na regido é temperado, com chuvas regulares e estacdes mais relativamente definidas,
durante o inverno onde predominam temperaturas frias, normalmente ocorre geadas e em
raras ocasides neva. O verdo é ameno e o inverno rigoroso (JARDIM, 2013). A média anual
de temperatura segundo Sebrae (2013) é de 10 a 25°C.

Os dois municipios citados apresentam caracteristicas semelhantes quando se trata de
seus relevos, clima, biomas entre outros. Dessa maneira visa-se realizar o teste de germinagéo
com a espécie de Polygala sabulosa A. W. Bennett em Curitibanos, visto que essa € uma
planta encontrada naturalmente no municipio de Rancho Queimado, para averiguar se a

mesma pode se desenvolver e se propagar de maneira sexuada nas condi¢des do municipio.

5. Materiais e Métodos

5.1. Coleta e Preparo da Amostra

A coleta das sementes sera realizada durante 0s meses de agosto e setembro. As
sementes serdo coletadas de uma populagdo natural da espécie na Serra da Boa Vista no
municipio de Rancho Queimado, Santa Catarina, Brasil as margens da rodovia BR 282, e no
morro da Antena conforme descrito por Mendes, (2008). Serdo coletados os 6rgéo
reprodutivos das plantas e os mesmos serdo levados para o laboratério onde se procedera a
padronizacdo da amostra de trabalho.

A amostra de trabalho deve ser separada de um lote de sementes, esse lote possui

caracteristicas especificas para cada espécie. O Ras, (2009). Traz especifica¢cGes sobre como
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16

proceder a obtencéo do lote, da amostra media, amostra de trabalho, amostra para analise de
pureza.

Uma vez que ndo se encontra informacdes sobre esses lotes para a espécie Polygala
sabulosa, recomenda-se a aplicacao de taticas usadas para espécies que apresentem 0s mesmo
tamanhos de sementes. As regras de analise de sementes descreve que para a espécie Celosia
argentea L a qual apresenta sementes de dimensdes muito proximas a da Polygala sabulosa
deve-se adotar os seguintes valores: para peso maximo do lote de sementes, 5.000 kg; amostra
média de no minimo 10g; analise de pureza, peso minimo da amostra de 2g. Em um grama de
sementes espera-se encontrar aproximadamente 1280 sementes. Ras, (2009), ainda indica que
sementes excessivamente pequenas ou excessivamente grandes podem ter a amostra de
trabalho baseadas no peso da amostra. A amostra de trabalho deve contar com no minimo
2500 sementes e apresentar o peso entre 0,1g e 1000g.

Ap0s realizado os pré-testes descritos na Regras para Analise de Sementes. O proximo
passo serd realizar teste de germinacdo. N&o ha literatura sobre os padres necessarios para a
germinacdo de Polygala sabulosa. As Ras, (2009), indica que apds deve-se tomar
aleatoriamente da porcdo semente pura o total de 400 sementes em 4 repeticdes de 100, 8 de

50 ou 16 de 25, nesse caso usaremos 4 repeticdes de 100 sementes.

5.2. Quebra de Dorméncia

A quebra de dorméncia se fara através de tratamento com é&cido giberélico. O
tratamento com giberilina sera realizado da seguinte maneira; primeiramente deve-se preparar
a solucdo de 0,05% de giberilina através da dissolucdo de 500 mg de GA3z em um litro de
agua. Depois de preparada a solucdo os substrato no qual serdo semeadas as sementes, deve
ser regado com essa solugéo e s6 apds umedecido deve-se proceder a semeadura. Essa pratica
se repete para cada repeticdo. Os substratos que nédo serdo tratados com GAjz ndo devem ser

regados com a solucdo.

5.3. Teste de Germinacao

O teste de germinacdo ocorrera em Biochemical Oxigen Demand (B.O.D.) regulada
com temperatura fixa de 25°C e fotoperiodo de 10 horas. O teste serd realizado em caixas de
acrilico tipo gerbox; como serdo quatro repeticdes de 100 e serdo comparados os efeitos de

dois substratos em sementes tratadas com acido giberélico e sementes nédo tratadas serdo
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necessarias 16 caixas. O substratos utilizados no teste em B.O.D serdo papel filtro e
vermiculita. As caixas de acrilico, os substratos, os materiais que serdo utilizados no teste de
germinacdo e principalmente a B.O.D, devem ser desinfestados para evitar a contaminacao e
proliferacdo de agentes infeciosos no experimento (RAS, 2009)

Simultaneamente o teste de germinacdo sera realizado em casa de vegetacdo onde o
fotoperiodo também é de 10 horas e a temperatura fica em torno de 25°C, ha a necessidade de
realizar 4 repeticdbes com 100 sementes para cada tratamento e uma vez que sdo dois
substratos e dois tratamentos para quebra de dorméncia com &cido giberélico sdo necessarias
8 bandejas de 200 células cada uma. Os substratos utilizados na casa de vegetacdo serdo
vermiculita e substrato comercial.

A irrigacao ocorrera sempre que se fazer necessaria de maneira a manter os substratos
sempre Umidos, porém nunca encharcados.

A coleta de dados serd realizada diariamente ap6s a semeadura até o inicio da
germinacgdo e depois a cada trés dias afim de determinar o dia de inicio e fim do teste de
germinacdo para a espécie. Para a contagem de sementes germinadas serdo consideradas
germinadas as sementes que formarem radicula e parte aérea. Apds estabilizacdo da
germinacao, seguindo a formula descrita nas Regras de Analises de Sementes, sera realizada a
determinacdo da porcentagem de germinacdo que levard em consideracdo apenas plantulas
normais, seguindo as instru¢des das RAS,(2009) A determinacdo do indice de velocidade de
germinacdo sera calculado através da contagem de sementes germinadas por dia como citado

por Miranda et al. (2012). O teste de germinacdo necessitara de 3200 sementes.

5.4. Teste de tetrazolio

Para testar a viabilidade das sementes, sera realizado o teste de tetrazolio. Ndo ha
ocorréncia de teste de tetrazolio para a espécie Polygala sabulosa sendo assim a concentragdo
da solucéo de tetrazodlio sera fixada em 0,5%.

Para o preparo da solucdo de sal Brometo de 2,3,5-trifenil tetrazolio a 0,5% serdo
preparadas duas solucdes distintas; na primeira ocorre a dissolugdo de 9,078g de fosfato de
potassio (KH2PO4) em 1000 mL da &gua destilada, e na segunda ocorre a dissolucdo de
11,876 g de fosfato monoacido de sodio diidratado (Na2HPO42H20) em 1000 mL de agua
destilada. Depois de preparadas separadamente, as duas solu¢Ges sdo misturadas seguindo a

proporcéo de duas partes da primeira solucao para trés partes da segunda (ORTIZ, 2013).
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Uma vez que ndo existem estudos preexistentes quanto ao teste de tetrazélio com a
espécie estudada, as regras de andlise de sementes descrevem o padrdo de 4 repeti¢des de 100

sementes para o teste de tetrazolio. Totalizando 400 sementes para o teste de tetrazolio.

5.5. Teste de Condutividade Elétrica

Para determinar o vigor das sementes sera realizado o teste da condutividade elétrica.

De acordo com as regras para analise de sementes esse teste pode ser realizado pelo
sistema de condutividade de massa (bulk), ou pelo emprego de células individuais. O sistema
de condutividade é medido com uso de equipamento condutivimetro, esse aparelho oferece
resultados em ps/cm/g.

Para o teste de condutividade elétrica pelo sistema de massa 4 amostras de 100
sementes devem ficar por 24 horas imersas em agua a 25°C. Apds essas 24 horas o aparelho,
condutivimetros, deve ser calibrado com solucdo de cloreto de potassio (KCI), a
condutividade dessa solucdo deve ser de 1,273 ps/cm a 20°. Apos calibrado deve-se proceder
uma padronizacdo da agua onde as sementes serdo depositadas para medir a condutividade,
para isso depois de calibrado tem que ser observado se o aparelho esta limpo e entdo medir a
condutividade da agua. Essa condutividade deve ser de no maximo 2 ps/cm para agua
deionizada e no maximo 5 ps/cm para agua destilada ambas a 20° se as aguas apresentarem
condutividades maiores que as descritas ndo devem ser utilizadas.

Serdo tomadas 4 repeticOes de 100 sementes, as quais serdo pesadas em balanca de
precisdo 0,0001g e colocadas em copos plasticos contendo 75ml de agua destilada ou
deionizada. As leituras serdo realizadas de duas em duas horas, em condutivimetro ate a
estabilizagdo da condutividade. Os valores obtidos para cada material serdo expressos em
ps/cm/g de sementes. Método adaptado de Eustaquio, (1999). No total serdo necessarias 400
sementes para o teste de condutividade elétrica.



6. Cronograma

Tabela 1- Cronograma de Execucéo das Atividades
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Atividade | Referencial | Finalizacéo | Coleta Quebra da Teste de | Teste de Analise Confeccdo
Teorico do projeto | das dorméncia/ | tetrazolio | Condutividade | estatistica | do
sementes | Teste de dos dados | relatdrio
Germinagéo final
Mai/13 X
Jun/13 X X
Ago/13 X
Set/13 X X X X
Out/13 X X X X X
Nov/13 X
Dez/13 X




7. Orcamento

Tabela 2- Or¢amento Detalhado do Projeto
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Materiais e Utensilios Quantidade Valor unidade | Total (R$)
(unidade) (R9)

Casa de vegetacdo Van Der Hoeven 1 R$ 120.000,00 R$
120.000,00

Camara Incubadora — Tipo B.O.D. - 1 R$ 6.000,00 | R$6.000,00

Modelo SP-500

Auto clave vertical linha AV 75 litros 1 R$8.547,90 | R$8.547,90

Caixas gerbox  11x11x3,5cm ¢/ 40 R$ 40,30 R$1.612,00

aluminio

Placa de Petri de vidro Borosilicato 100 R$ 3,20 R$ 320,00

60x15mm

Papel filtro 60x60cm Quadrado 1pac.100unid. R$ 435,00 R$ 435,00

Estereomicroscopio 1 unid. R$5.300,00 | R$5.300,00

Brometo de Tiazoil Azul Tetrazélio 59 R$ 445,05 R$ 2.225,25

000397HX , em pd

Cloreto de sédio 0019032391HX, em 1 kg R$ 128,61 R$ 128,61

po

Alcool 100% 10L R$ 16,00 R$ 160,00

Fosfato de potassio monobéasico anidro 500¢ R$ 210,06 R$ 210,06

000187HX, em po

Fosfato de s6dio 000404HX em pé 500g R$ 247,56 R$ 247,56

Substrato vermiculita 1sc. 100L R$ 50,00 R$ 50,00

Substrato mecplant 2sc. (25kQ) R$ 8,00 R$ 16,00

Bandejas de isopor 8 R$ 10,00 R$ 80,00

Tampdo fosfato Salino (PBS) 10X 197,69 R$ 240,77 R$ 240,77

concentrado, em pé

Kit Historesina marca Leica 1 unid. R$ 897,74 R$ 897,74

Kit Acido Periddico de Schiff (PAS) 1 unid. R$ 750,00 R$ 750,00

Despesas transporte - - R$ 1.000,00

Encargos extras - - R$ 500,00

Total

R$ 148.720,9
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8. Resultados Esperados

8.1. Quebra de Dorméncia para sementes de Polygala sabulosa

Espera-se que haja diferenca significativa na germinacdo entre as repeticbes que
receberem tratamento com &cido giberélico e as quais ndo foram submetidas a0 mesmo
processo de maneira a propiciar interpretar a existéncia ou ndo de dorméncia fisiologica nas

sementes da espécie.
8.2. Teste de Germinacao

Deseja-se identificar ap6s o teste qual substrato garante melhores caracteristicas de
germinacdo a Polygala sabulosa assim como através da coleta de dados determinar o indice
de velocidade de germinacdo, a porcentagem de germinacdo o vigor e a viabilidade das
sementes, tanto na casa de vegetacdo como em laboratério na B.O.D. com o teste ainda
pretende-se determinar dados como data inicial de contagem de geriminacdo e data final de
coleta de dados. Através do teste de germinacdo espera-se determinar qual o efeito da
temperatura de 20°C e do fotoperiodo de 10 horas na germinagéo de Polygala sabulosa A. W.
Bennet. Obtendo-se assim dados com os quais tornam possivel a elaboracdo de metodologia
correta para o teste de germinacdo para a espécie uma vez que a Regras de Analise de

Sementes nao descreve métodos para Polygala sabulosa.
8.3. Teste de Tetrazolio

Com o teste de tetrazolio se pretende confirmar os resultados obtidos no teste de
germinacdo quanto a viabilidade, diferenciando as sementes viaveis das invidveis e ainda
gerar uma metodologia propria e eficaz para o teste para essa espécie ja& que ndo ha
metodologias descritas nas Regaras de Analise de sementes.

8.4. Teste de Condutividade Elétrica

Com a realizagdo do teste de condutividade elétrica se pretende descobrir qual o vigor
das sementes testadas. Para determinar a capacidade das sementes de formar plantulas
normais e saudaveis em diferentes condi¢cGes. Também criando uma metodologia propria para
esse teste com essa espécie uma vez que o RAS, ndo cita metodologia de teste de

condutividade elétrica para a mesma.
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