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RESUMO - (Anilise da variabilidade genética de arnica (Lychnophora ericoides Less.- Asteraceae) usando marcadores RAPDs). O
objetivo deste trabalho foi analisar e quantificar a variabilidade genética entre e dentro das populagdes de arnica por meio de marcadores
RAPD. Foram amostradas quatro populacdes na regido geoecondmica do Distrito Federal: Parque Nacional de Brasilia (2), Fazenda Agua
Limpa - UnB (1) e Reserva do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica IBGE) (1). Folhas de 24 individuos de cada regido foram
coletadas, totalizando 96 individuos. Num total de 105 iniciadores testados foram selecionados 15, totalizando 60 bandas polimérficas.
Marcadores RAPDs selecionados foram analisados com a utilizagdo dos programas NTSYS e Amova. O dendrograma obtido pelo
método UPGMA e coeficiente de dissimilaridade Dice evidenciou quatro agrupamentos consistentes, com indice de dissimilaridade
variando entre 62 a 71%. O teste de Mantel aplicado estabeleceu uma correlagdo cofenética com valores de r = 0.82, significando que as
distancias geogréficas entre as populagcdes amostradas estdo correlacionadas com a distancia genética. A andlise de AMOVA mostrou uma
percentagem variabilidade genética entre populagdes de 35,7% e dentro de populacdes de 64,3%, evidenciando uma alta variag@o entre
populagdes, sendo um importante resultado para defini¢o de uma estratégia de conservacdo da espécie que se encontra em situagao
vulnerdvel a extingao.

Palavras-chave: cerrado, marcadores moleculares, plantas medicinais

ABSTRACT - (Genetic variability analysis of arnica (Lychnophora ericoides Less. - Asteraceae) using RAPD markers). The main
objective of this research was to analyze and quantify the genetic variability within and between populations of arnica using RAPD
markers. Four populations from Federal District area, Brazil were sampled: Parque Nacional de Brasilia - (2 ), Fazenda Agua Limpa -
UnB (1), and Reserva do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) (1). Leaves from twenty-four individuals from each
population were collected and preserved under refrigeration. Fifteen primers were selected from 105 tested, totalizing 60 polymorphic
bands. Scored RAPD markers were analyzed using NTSYS and Amova. The results indicated four consistent clusters, with dissimilarity
index varying from 62 to 71%. The Mantel test indicates a cophenetic correlation (r-0.82), which means that the geographic distances are
correlated to the genetic distances. An AMOVA analysis presented 35.7% variation among populations, and 64.3% within populations,
showing a high variation among populations. This is an important result for conservation strategy for such species considered vulnerable
to extinction.
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aquénio, possui folhas lineares e estreitas (1-3 mm) e
inflorescéncia formada por glomérulos contendo
capitulos de 3-5 flores violdceas (Semir 1993). Ocorre

Introducao

A conservacdo de plantas medicinais do Cerrado é

fundamental como estratégia para garantir a
sobrevivéncia de sua variabilidade genética, possibilitando
futuros trabalhos de prospeccao génica e de metabdlitos
secunddrios. O cerrado contém uma flora medicinal
riquissima, com cerca de 700 espécies utilizadas na
medicina popular (R.F. Vieira, dados ndo publicados),
porém a grande maioria destas espécies requer de estudos
bésicos que viabilizem sua conservacao.

Lychnophora ericoides Martius € uma espécie
arbustiva, de até 3,0 m de altura com fruto do tipo

nos estados de Minas Gerais, Goids e Distrito Federal,
em elevagdes que variam de 950 a 1.800 m (Dias 1992;
Almeida et al. 1998). Cresce em depdsitos de minérios
de ferro-manganés, afloramentos rochosos de arenito e
quartzito, precipicios, rampas rochosas e planaltos de
campo rupestre, e campos de pastejo e cerrado (Coyle
& Jones 1981). Apresenta distribuicdo agregada
formando populagdes definidas espacialmente, com
adaptacdes a ambientes com clima sazonal com eventos
periddicos de fogo.
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O sistema de reprodugdo de Lychnophora ericoides
ainda ndo é completamente conhecido. L. ericoides
apresenta flores agrupadas em capitulos de trés a cinco
flores e estes reunidos em incapitulescéncias. As flores
apresentam protandria, e a floragdo ocorre entre 0os meses
de julho a inicio de outubro e de janeiro a meados de
marco. L. ericoides pode ser caracterizada como espécie
perenifélia, com a brotag¢do de folhas mais intensa entre
os meses de julho e setembro e a partir de outubro a
meados de janeiro (Avelino 2005). O ndmero de
cromossomos em Lychnophora ericoides é 2n = 34
(Esteves et al. 2007).

Lychnophora ericoides € conhecida como arnica
de Goids, arnica do campo, candeia, candieiro, pau de
candeia e veludinho, e € utilizada tradicionalmente na
forma de tintura para o tratamento de hematomas,
contusdes, dores musculares, varizes e também como
anti-inflamatoério (Almeida et al. 1998; Souza & Felfili
2000), cujas folhas sdo largamente comercializadas nos
mercados locais (Cerqueira et al. 1987; Borsato et al.
2000; Kanashiro et al. 2004). Diversas formas
farmacéuticas a base de arnica sdo comercializadas,
entre estes, o chd, creme, extrato, gel, pomada e
tintura-mae.

Esta espécie apresenta um intenso polimorfismo
(Semir 1993), com alguns espécimes ndo apresentando
nenhum aroma, com folhas verde-esbranquigadas,
intensamente pilosas € menores, € com ramos ereto-
tortuosos, delicados e ramificados, algumas vezes
conhecidas como “arnica branca”. Outro tipo de arnica
apresenta aroma caracteristico e agradavel, com folhas
maiores de coloragdo verde intensa, menos pilosas, com
diferentes escalas de cor, e com ramos eretos € robustos.
Na medicina tradicional existe uma preferéncia pelo tipo
aromdtico, embora a arnica branca também seja utilizada
quando da escassez da outra.

Os constituintes caracteristicos de Lychnophora sao
lactonas sesquiterpénicas (Borella et al. 1998; Sakamoto
et al. 2003), além de flavonoides com efeitos anti-
inflamatorios (Gobbo Neto et al. 2005), triterpenos
(Borella et al. 1998; Sargenti & Vichnewski 2000),
lignanas com atividade analgésica (Borsato et al. 2000).
Em outras espécies de Lychnophora, como L. salicifolia,
detectou-se acdo anti-inflamatéria (Miguel et al. 1996) e
em extratos de L. rupestris, L. staavioides e
L. diamantinana foi relatada atividade analgésica e anti-
convulsivante (Taleb-Contini et al. 2008). Além disso,
descobriu-se que as raizes e as folhas produzem
substancias anti-inflamatdria, enquanto os analgésicos
estdo apenas na raiz e o caule ndo produz substancias de
interesse farmacoldgico (Lopes 2001; Santos et al. 2005).
Outras substancias presentes em L. ericoides, como o
goiasensolido e a centraterina, sdo inibidores do

mensageiro celular responsavel pelo inicio da inflamacao,
evitando a formacgdo das proteinas que desencadeiam o
processo inflamatério (Lopes 2001).

A forte atividade citotéxica das lactonas
sesquiterpénicas siao correlacionadas com a defesa de
plantas contra herbivoros (Schmidt 1999; Picman
1986; Santos et al. 2004). As areas de ocorréncia do
género Lychnophora estdo expostas a alta irradiacdo
de luz ultra violeta, a uma alternancia entre periodos de
seca e chuva, e periodicidade de ocorréncia de
queimadas. A co-evolucdo destas plantas com tais
caracteristicas peculiares, assim como com herbivoros,
certamente levaram ao estabelecimento de mecanismos
de protecdo contra os efeitos deletérios das condi¢des
ambientais estressantes, o que pode estar relacionado
a producdo de compostos citotdéxicos e pigmentos
protetores de UV, tais como STL e flavondides,
respectivamente (Picman 1986; Watermann 1994;
Schmidt 1999; Chicaro et al. 2004).

A exploragdo extrativista de arnica em seu habitat
natural pode levar a espécie a extin¢do, pois observou-
se que retiradas menos severas (até 50% da folhas) nao
levam o individuo a morte, porém prejudica a reproducao
destes individuos no periodo seguinte a poda. Mesmo
que a poda realizada ndo seja tdo severa, mas se for
repetitiva ao longo do tempo, esta poderd levar o
individuo a morte por exaurir as reservas de nitrogénio
e carbono (Silva 2005; Andrade & Hay 2007). Em virtude
de seu endemismo, da coleta predatdria e da degradacao
do meio ambiente, L. ericoides foi incluida na categoria
de espécie “Vulnerdvel (V)” ao processo de extingdo,
estando a sua populagdo reduzida e em declinio
(Sociedade Botanica do Brasil 1992).

Lychnophora ericoides possui sementes ortodoxas
e pode ser conservada a longo prazo em condicdes ex-
situ (L.Q. Melo, dados ndo publicados). Esta informacgao
permite a coleta de sementes de espécies considerada
vulnerdvel para sua conservac¢do a longo prazo. No
entanto, é importante que a estratégia de coleta seja
definida também por informacdes genéticas, permitindo
uma melhor representatividade das amostras a serem
conservadas.

A técnica de RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) é uma técnica relativamente barata,
frente a quantidade de informagdes genéticas obtidas em
curto prazo, podendo ser aplicada a qualquer espécie,
envolvendo amostragens ndo-destrutivas e gerando
informacdes interpretdveis geneticamente, atendendo de
forma rdpida as demandas existentes em programas de
conservagdo de espécies ameacadas (Ferreira &
Grattapaglia 1996). Esta ja foi usada em andlise genética
de diversas plantas medicinais, tais como equindcea
(Echinacea spp.) (Wolf et al. 1999), manjericdo, ou



Actabot. bras. 23(1): 259-266. 2009.

alfavaca, (Ocimum spp.) (Vieira et al. 2003), e ginseng
(Panax quinquelifolius) (Dapeng et al. 1996; Boehm
et al. 1999), permitindo uma boa discriminagdo dos
materiais estudados. Além disso, RAPD tem sido utilizado
para discriminacdo de adulteracdes em drogas vegetais
(Wolf et al. 1999), o que poder ser importante no caso
da arnica, pois existem diversas espécies de Asteraceae
sendo utilizadas popularmente com este nome, e esta
técnica permitiria uma identificacdo das drogas utilizadas
nas farmdcias e no comércio.

O objetivo deste trabalho é a andlise genética de
arnica (L. ericoides) usando marcadores RAPD, visando
quantificar a variabilidade genética entre e dentro das
populacdes de dreas sob prote¢do ambiental, que
apresentam diferengas morfoldgicas e de aroma devido
a presenca de 6leos essenciais, gerando subsidios para
programas de conservacdo genética da espécie.

Material e métodos

Coleta das amostras — Foram coletadas amostras de
folhas expandidas adultas e sadias de individuos
procedentes de quatro populagdes da regido do Distrito
Federal (Fig. 1, Tab.1), conforme descrito a seguir:

0- Fazenda Agua Limpa (FAL), Universidade de Brasilia:
populacdo préxima ao mirante, em drea experimental e
préxima a rodovia, sujeita a coletas esporddicas, muitos

15 o

Figura 1. Mapa ilustrando locais de coleta de Lychnophora ericoides
Less. na regido do Distrito Federal, Brasil.
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individuos (>200), com folhas esverdeadas, aromaticas,
compridas, em terreno inclinado.

1 - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE):
populacdo pequena com poucos individuos (<30), agre-
gada, de estatura pequena (<1,0 m), com aroma néo pro-
nunciado, individuos em sua maioria em fase vegetativa
na coleta de amostras. Folhas pequenas, e esverdeadas;
2 - Parque Nacional de Brasilia (APA): populagdo proxima
em drea fortemente inclinada e pedregosa, com nimero
relativo de individuos pequeno (50-70), agregados, de
porte maior, observando-se muitos individuos adultos,
com folhas fortemente aromadticas, pegajosas ao tato.
Observou-se também a incidéncia de insetos predadores
dos frutos, o que pode estar causando um declinio nesta
populagdo;

3 - Parque Nacional de Brasilia (APN): populagdo
ocorrendo nas duas margens da estrada, em drea inclinada
e pedregosa, com nimero relativo de individuos grandes
(>200), agregados, com folhas ndo aromadticas e
esbranquicadas.

Foram consideradas aromadticas as populagdes cujos
individuos apresentam 6leos voldteis evidentes ao olfato
e tato. Amostras de cada populacdo foram coletadas e
depositadas no herbario da Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia (CEN). As distancias geogréficas (em
km) estabelecidas para entre cada populacdes foi: APN-
APA: 6,1; APN-IBGE: 33,5; APN-FAL:34,8; APA-IBGE
:37,5; APA-FAL:37,6; FAL-IBGE:9,5.

Extracdo e quantificagdo do DNA — A extracao de DNA
foi realizada de acordo com o protocolo de Doyle &
Doyle (1987). Apds a suspensdo do DNA em TE (Tris
HCI1 10 mM , EDTA 1 mM), aliquotas de 2 ml de cada
amostra de DNA foram quantificadas por eletroforese
em gel de agarose 1,0% em TBE 1x, usando quantidades
conhecidas de DNA de fago A: 50, 100, 200 e 400 ng,
para estimar a quantidade de DNA de cada individuo. A
corrente usada foi de 72 V, 38 mA por 1 hora. O DNA
foi fotografado para a quantificacdo e dilui¢do (2,5 ng/ml)
de cada amostra.

Sele¢do de iniciadores e amplificacdo RAPD - Amplifi-
cagoes foram realizadas em reacdes com volume total
de 13 pl contendo: 3,42 ul de dgua MilQ esterilizada;

Tabela 1. Locais de ocorréncia de populagdes de arnica (Lychnophora ericoides Less.) coletada para estudo de diversidade genética.

# Local N. de individuos Latitude Longitude
0 Fazenda Agua Limpa, UnB (FAL) 24 15°58°29” 47°56°55”
1 Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) 24 15°54°57” 47°53°26”
2 Parque Nacional de Brasilia (APA)! 24 15°38°18” 47°59°36”
3 Parque Nacional de Brasilia (APN)? 24 15°39°38” 47°56°29”

! populagido aromadtica; > popula¢@o com individuos com caracteristicas ndo arométicas
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1,04 ul de dNTP (2,5 mM); 1,04 ul de BSA (2,5 mg/ml),
0,2 ul de Taq polimerase (5 unidadesg/ul), e 3 pl de
iniciador (10 ng/ul). A quantidade de DNA utilizada foi
de 3 pl em cada reag@o na concentragdo de 2,5 ng/ul.
Foram preparados mix para 96 reacdes. As amplificacdes
foram realizadas em termociclador (PTC -100, MJ
Research, Inc) com 40 ciclos de desnaturacdo por 60
minutos a 92 °C, anelamento por 60 minutos a 35°C, e
por final uma extensdo por 5” a 72°C.

A selecdo de iniciadores foi realizado usando duas
amostras de cada populagdo testando 105 iniciadores da
Operon Tecnology escolhidos ao acaso. Foram
selecionados aqueles que apresentaram bandas
polimérficas e de melhor intensidade e nitidez quando
visualizados em géis de agarose (1,5%) com detec¢do
com brometo de etidio e luz ultra violeta, apds a
eletroforese a 120 V, por 4-5 horas.

Analise dos dados — Em cada reagado foram identificadas
as bandas polimoérficas nos géis de agarose e anotadas
como presenca (1) ou auséncia (0) do fragmento para
cada individuo, gerando uma matriz de dados com
valores bindarios, 0 e 1. O coeficiente de Dice (1-DICE)
foi utilizado para estimar dissimilaridade genética entre
as populacdes de arnica, sendo obtido o dendrograma
pelo método da média aritmética ndo ponderada para
agrupamento aos pares (UPGMA-Unweighted Pair
Group Arithmetic Average). A estabilidade dos
agrupamentos foi testada por reamostragem pelo
procedimento de 10000 bootstrap, utilizando o programa
BoodP (Coelho 2002). Foi utilizado o programa NTSY Spc
versao 2.1 (Adams et al. 2002). A Analise de Variancia
Molecular (AMOVA) foi realizada utilizando o programa
Arlequin versdo 2000 (Schneider et al. 2000).

Resultados e discussao

Dos 105 iniciadores testados foram selecionados
15, os quais geraram 60 bandas polimorficas para anélise
da variabilidade genética de L. ericoides. Foi obtida uma
média de 4 bandas/iniciador (Tab. 2) sendo que o tamanho
das bandas selecionadas variou entre 450 e 2.036 pares
de bases nos diferentes iniciadores (Fig. 2).

A tecnologia RAPD aplicada a outras espécies
medicinais e aromdticas como Ginseng (Panax spp.) €
Echinacea (Echinacea spp.), evidenciou uma
discriminacao dos acessos com um nimero reduzido de
iniciadores, com amplificag@o significativa de fragmentos
polimérficos (Wolf et al. 1999).

A Fig. 3 ilustra o agrupamento das populacdes com
alto grau de consisténcia dos agrupamentos, com
evidente separacdo das populagdes. Os indices de
dissimilaridade de Dice apresentaram variacio entre 62%
a 71%, o que demonstra uma dissimilaridade ndo tao

Tabela 2. Iniciadores utilizados nas reagdes RAPDs com respectivas
sequéncias de bases e nimero de bandas polimorficas.

Iniciador Seqiiéncia de bases N. de bandas
(5°—>3") polimérficas
OPB-10 CTGCTGGGAC 3
OPL-05 ACGCAGGCAC 3
OPL-19 GAGTGGTGAC 4
OPN-02 ACCAGGGGCA 6
OPN-06 GAGACGCACA 2
OPN-08 ACCTCAGCTC 3
OPN-12 CACAGACACC 4
OPN-18 GGTGAGGTCA 4
OPN-19 GTCCGTACTG 3
OPN-20 GGTGCTCCGT 3
OPO-19 GGTGCACGTT 5
OPV-15 CAGTGCCGGT 5
OPV-20 CAGCATGGTC 5
OPX-04 CCGCTACCGA 5
OPX-06 ACGCCAGAGG 5
Total 60

elevada (<75%) entre populacdes, embora os dados
tenham sido capazes de distinguir as populagdes
estudadas. As popula¢des do Parque Nacional de Brasilia
(APA) e da Fazenda Agua Limpa (FAL) (distantes
37,6 km), ambas consideradas aromadticas, apresentaram
a menor dissimilaridade de Dice (62%), com a
consisténcia do agrupamento de 72,5%. Esta informacdo
coincide com a presenca de aroma em folhas de ambas
as populacdes, evidenciando uma maior proximidade
genética entre populacdes com esta caracteristica. A
populacdo do Parque Nacional de Brasilia onde
predominava individuos sem aroma (APN), mostrou-se
geneticamente um pouco mais dissimilar quando
comparada as duas anteriores (66,5%), com a
consisténcia do agrupamento de 67,5%. Isto evidencia
que embora haja uma maior proximidade geografica entre
as populacdes do Parque Nacional de Brasilia (distantes
6,1 km), estas populacdes ndo foram agrupadas quanto
adissimilaridade, muito embora a diferenca entre valores
de dissimilaridade ndo sejam tdo expressivos.

Do ponto de vista quimico, Lyra et al. (dados ndo
publicados) observaram a presenca de 6leos essenciais
na populacdo APA, denominada aromadtica, enquanto a
segunda populagdo (APN), praticamente ndo apresentou
6leo essencial. Esse mecanismo de producdo de
metabolitos secunddrios pode estar associado a
dissimilaridade apresentada (66,5%), muito embora seja
necessdrio realizar uma avaliacdo mais detalhada para
confirmagdo. Este fato tem importincia quando se
pretende amostrar sementes de populacdes para
conservagdo, devendo considerar uma amostragem para
cada populacdo separadamente. Outra questdo a ser
considerada € o fato de estarem em dreas de preservagao
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Figura 2. Gel ilustrando RAPD de quatro populacdes de arnica (Lychnophora ericoides Less.) usando o primer OPX 04. As setas indicam bandas

polimérficas.

permanente, eventualmente sujeitas ao fogo e pressdo
herbivora, o que podem causar uma alteracdo na
producio de metabdlitos secunddrios. Foram observados
danos causados por insetos foram observados nas
populagdes do Parque Nacional de Brasilia, sendo
identificados dois tipos de insetos nas inflorescéncias:
Tomoplagia rupestirs (Diptera: Tephritidae);
Malanagromyza minimoides (Diptera: Agromizidae); que
danificam a base da inflorescéncia prejudicando a
formagdo de frutos sauddveis, com baixo rendimento
de sementes vidveis e provavelmente prejudicando a
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Coefficiente dissimilaridade Dice

Figura 3. Dendrograma gerado pelo critério de agrupamento UPGMA
representando a dissimilaridade de Dice entre quatro populacdes de
arnica (APN e IBGE nao aromadticas; FAL e APA aromaticas)
analisadas com 60 locos RAPD.

formacao de novos individuos (Vieira et al., dados ndo
publicados).

Recentes estudos indicam um alto grau de
variabilidade na quantidade e composi¢ao de 6leos
essenciais nas folhas de populacdes de Lychnophora
oriundas de diferentes locais. Observou-se populacdes
com aroma presente e contendo majoritariamente
a-bisabolol (48,2+15,6%); um grupo com individuos
com aroma, porém com alto teor de o-cymene
(15,45+5,8%) e o-thujene (12.9+5,5%), e um terceiro
grupo com individuos sem aroma (Curado et al. 2006;
C.GV. Lyra et al., dados ndo publicados).

A populagdo do IBGE formou um agrupamento
isolado dos demais, apresentando a maior dissimilaridade
em relagdo as demais populagdes (71%), com
consisténcia de 100% do agrupamento, estimado pela
reamostragem de 10.000 bootstrap. Esta separagdo era
esperada, uma vez que esta populacdo apresenta um
habito distinto das demais (individuos <1,0 m), mesmo
estando relativamente préxima a populag¢ao FAL (9,5 km),
a dissimilaridade de Dice agrupou separadamente ambas
as populagdes.

O teste de Mantel aplicado estabeleceu uma
correlacdo cofenética com valores de r = 0.82. Isto
significa que as distdncias entre as populacdes
amostradas estdo correlacionadas com a distancia
genética, indicando que deve ser considerado no
processo de coleta de sementes para conservagdo ex
situ um maior nimero de dreas para representar a maior



264 Melo, Ciampi & Vieira: Anélise da variabilidade genética de arnica (Lychnophora ericoides Less.- Asteraceae)...

variabilidade possivel. Considerando que as sementes
de L. ericoides sao ortodoxas (Melo 2006), estes
resultados possibilitam iniciar um planejamento de coleta
das principais popula¢des ainda remanescentes,
considerando o alto grau de exploracdo extrativista
encontrado atualmente.

A andlise de AMOVA realizada evidenciou uma
percentagem de variagdo de 35,7% entre populagdes e
de 64,3% dentro populagdes, o que demonstra uma alta
divergéncia entre e dentro de populagdes, confirmando
o dendrograma gerado na andlise de dissimilaridade
(Fig. 3). Segundo Avelino (2005), Lychnophora ericoides
mostra-se xenégama facultativa, formando frutos com
semente por polinizacdo cruzada, por autopolinizagdo e
por agamospermia. Este fato explica a alta variabilidade
existente dentro da populagdo. Avelino (2005) registrou
visitas de 32 espécies de insetos, além de quatro espécies
de beija-flores, e considera as abelhas do género Bombus
e duas espécies da familia Scoliidae como os
polinizadores efetivos. A polinizacdo por insetos que nao
se deslocam por longas distancias, associada ao fato de
que Lychnophora é um género de arbustos adaptado a
ambientes sazonalmente secos sujeitos as queimadas
(o que tornaria as espécies edaficamente restritas a
substratos particulares ou a regimes diferenciados de
umidade) pode explicar a distribui¢do restrita da espécie
(Almeida et al. 1998), assim como a alta divergéncia
entre populacdes, que pode ser ocasionada devido ao
isolamento existente.

Na andlise de AMOVA entre locais de coleta dois a
dois (Tab. 3), verificou-se que as populacdes APN e
IBGE apresentaram os maiores valores quanto a
percentagem de variacdo genética (48%). A populacdo
IBGE foi a que se mostrou mais distante das demais,
com 35,9% e 39% de variagdo genética, em relacio as
populacdes do APA e FAL, respectivamente. Este
resultado confirma a dissimilaridade genética
apresentada no dendograma, e era esperado, uma vez

Tabela 3. Distribui¢do de variabilidade entre e dentro de populacdes,
em quatro populagdes de Lychnophora ericoides Less., obtida por
andlise da variancia molecular com os dados de RAPD.

% de P
variabilidade

Fonte de variagdo

Dentro de cada Populagao 64,3 0,00000+0,00000

Entre 4 Populacdes 35,7 0,00000+0,00000
Entre Pop APN x APA 25,2 0,00000£0,00000
Entre Pop APN x IBGE 48,0 0,00000£0,00000
Entre Pop APN x FAL 34,9 0,00000£0,00000
Entre Pop APA x IBGE 35,9 0,00000£0,00000
Entre Pop APA x FAL 17,1 0,00000£0,00000
Entre Pop FAL x IBGE 39,0 0,00000£0,00000

que esta populacdo apresenta caracteristicas de habito
observadas bem distintas das demais populacdes. A
menor variacdo genética entre populagdes foi
apresentada entre as populagdes APA e FAL, com
17,1%, seguido da variabilidade encontrada entre as
populacdes do Parque Nacional (APA e APN), com
25,2% Embora as populagdes APA e FAL apresentem
como caracteristica similar a presenca de aroma nas
folhas, e isso se reflita no agrupamento baseado em
dissimilaridade (Fig. 3), as variacdes genéticas
apresentadas corroboram a necessidade de se amostrar
para conservacdo ex situ, cada populacado
individualmente. Tem sido frequentemente reportado
na literatura a avaliacdo de popula¢cdes quimicamente
distintas, em espécies como Tomilho (Thymus vulgaris
L.) (Echeverrigaray et al. 2001), Hesperozygis ringens
Benth. (Fracaro & Echeverrigaray 2006), Piper
aduncum L. (Potzernheim et al. 2006), entre outras,
formando quimiotipos, e onde a avaliacdo através de
marcadores RAPDs tem confirmado esta separacao,
embora estes marcadores nao estejam necessariamente
associados a este perfil quimico (Vieira et al. 2003a; b;
Vieira & Simon 2006).

A hipétese proposta é que estas populacdes de
arnica, com predominincia de fecundagdo cruzada,
devem ter uma alta heterozigose dos genes que
controlam a biossintese destes constituintes, o que se
torna evidente quando encontramos individuos
aromdticos, e dentre estes, quimiotipos diversos, ou
mesmo individuos sem aroma. Este fato contrasta com
espécies aromdticas e medicinais, selecionadas e
domesticadas, como por exemplo, espécies de Mentha,
Ocimum, entre outras, que apresentam quimiotipos
definidos e homogéneos, fruto de selecdo pelo homem
através de muitos séculos.

Os resultados obtidos com a técnica RAPD
demonstram a clara separacdo genética entre as
populacdes de arnica. A alta da variacdo genética entre
populacdes tem implicagdo direta para a proposta de
conservagdo, indicando uma coleta de sementes de
grande nimero de populagdes, no sentido de salvaguardar
maior diversidade genética existente da espécie. Além
disso, o estudo com marcadores moleculares podem no
futuro gerar marcadores que possibilitem a autenticar e
rastrear a origem da matéria prima para fitomedicamentos
derivados desta espécie (Percifield et al. 2007). O
impacto do extrativismo requer também orientacdo
técnica aos coletores de arnica, de maneira a possibilitar
um manejo da espécie dentro das normas adequadas
(Andrade & Hay 2007). Os modelos de preservacdo e
manejo sustentado de L. ericoides devem considerar
todos os aspectos de variacao da espécie, existentes nos
diferentes locais de ocorréncia.
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