RESSALVA

Atendendo solicitacdao do(a) autor(a), o texto
completo desta tese sera disponibilizado
somente a partir de 26/04/2026.



A “ A
avavey - UMNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA A ]

unes "' “JULIO DE MESQUITA FILHO" A,
Campus de Botucatu Botan |Ca
Unesp - Botucatu

Institein de Beecléncies
de Botucalu - Unasp

POPULACOES DE Lychnophora pinaster MART. EM MINAS
GERAIS: ASPECTOS MORFOLOGICOS, ANATOMICOS,

QUIMICOS E GENETICOS

JAMILE JORGE DA SILVA FERREIRA

Tese apresentada ao Instituto de Biociéncias,
Céampus de Botucatu, UNESP, para obtengdo de
titulo de Doutor no Programa de P6s-Graduagdo em

Ciéncias  Bioldgicas (Botanica), Area

de

concentracdo: Fisiologia do Metabolismo Vegetal.

BOTUCATU - SP
-2024-



AVA <Py A
avavay  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ]

u nesp ™" 90LI0 DE MESQUITA FILHO" Botan iCé

Campus de Botucatu
Unesp - Botucatu

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“Julio de Mesquita Filho”

INSTITUTO DE BIOCIENCIAS DE BOTUCATU

POPULACOES DE Lychnophora pinaster MART. EM MINAS
GERAIS: ASPECTOS MORFOLOGICOS, ANATOMICOS,

QUIMICOS E GENETICOS

JAMILE JORGE DA SILVA FERREIRA
ORIENTADORA: PROF? DR? MARCIA ORTIZ MAYO MARQUES

Tese apresentada ao Instituto de Biociéncias,
Campus de Botucatu, UNESP, para obtencdo de
titulo de Doutor no Programa de Pds-Graduagdo em
Ciéncias Bioldgicas (Botanica), Area de
concentracdo: Fisiologia do Metabolismo Vegetal.

BOTUCATU - SP
-2024-



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP

BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSANGELA APARECIDA LOBO-CRB 8/7500

Ferreira, Jamile Jorge da Silva.

Populacdes de Lychnophora pinaster Mart. em Minas Gerais
aspectos morfoldgicos, anatdémicos, quimicos e genéticos / Jamile
Jorge da Silva Ferreira. - Botucatu, 2024

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista (UNESP),
Instituto de Biociéncias, Botucatu

Orientador: Marcia Ortiz Mayo Marques

Capes: 20300000

1. Genética de populacdes. 2. Esséncias e 6leos essenciais.
3. Plantas medicinais. 4. Retroelementos. 5. Sequéncias
repetitivas dispersas.

Palavras-chave: Elementos repetitivos; Genética de populacdes;
Oléos essenciais; Plantas medicinais; Retrotransposons.




.3;°ev UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ®
-

unesp

ATA DA DEFESA PUBLICA DA TESE DE DOUTORADO DE JAMILE JORGE DA SILVA
FERREIRA, DISCENTE DO PROGRAMA DE POS-GRADUAQAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS
(BOTANICA), DO INSTITUTO DE BIOCIENCIAS - CAMPUS DE BOTUCATU.

Campus de Botucatu

v -
P —

Aos 26 dias do més de abril do ano de 2024, as 08:30 horas, por meio de
Videoconferéncia, realizou-se a defesa de TESE DE DOUTORADO de JAMILE JORGE DA
SILVA FERREIRA, intitulada POPULA(;GES DE Lychnophora pinaster MART. EM
MINAS GERAIS: ASPECTOS MORFOLOGICOS, ANATOMICOS, QUIMICOS E
GENETICOS. A Comissao Examinadora floi constituida pelos seguintes membros: Dr.2
MARCIA ORTIZ MAYO MARQUES (Orientador(a) - Participacdo Virtual) do(a) Centro de
Pesquisa de Recursos Genéticos Vegetais / Instituto Agrondmico de Campinas,
Pesquisadora Dr.2 MARIA IMACULADA ZUCCHI (Participacac Virtual) do(a) Polo Regional de
Desenvolvimento Tecnoldgica do Centro Sul / Agéncia Paulista de Tecnologia do
Agronegdcio - APTA, Pesquisadora Dr.2 MARIA DA PAZ LIMA (Participagdo Virtual) do(a)
Departamento de Produtos Maturais / Instituto Macional de Pesquisas da AmazOnia - INPA-
Manaus/AM, Profa. Dra. TATIANE MARIA RODRIGUES (Participacdo Virtual) do(a)
Departamento de Biodiversidade e Bioestatistica / Instituto de Biociéncias de Botucatu UMESP,
Prof. Dr. MARCOS VINICIUS BOHRER MONTEIRO SIQUEIRA (Participacdo Virtual)

do(a) Universidade Estadual de Minas Gerais - UEMG. Apds a exposicao pelo doutorando e
arguicdo pelos membros da Comissdo Examinadora que participaram do ato, de forma
presencial e/ou virtual, o discente recebeu o conceito final: APROVADO. HNada mais
havendo, foi lavrada a presente ata, que apds lida e aprovada, foi assinada pelo(a)

Presidente(a) da Comissdo Examinadora.

- O curments sana fo Sgieimene
Dr.* MARCIA ORTIZ MAYO MARQUES g“b MARCIA ORTIZ MAYO WARQUES
Yekcue e AT kel o o

Inedtto de Blockboces - Clveous de Botucsty -
Professor Douttr Arvtonks Calso Wegner Zardn, 250, 18815630, Botucets - Sdo Pese
D M | B0 St DU os. ONPYL 4805




Dedico em primeiro lugar a Deus, que me fortalece a cada dia e ilumina os meus

caminhos.

A minha familia que muito me apoia em todas as minhas empreitadas.

Dedico a todos, colegas, amigos e sem exce¢do, aos amados PROFESSORES que tanto

contribuiram nesta minha caminhada!



Agradecimentos

Agradeco a Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — CAPES
por nos conceder a bolsa, pois sem ela, a realizagdo deste trabalho seria impossivel.

Gostaria de fazer um agradecimento especial aos Programas de Pds-Graduacgdo: em
Ciéncias Bioldgicas (Botanica) e Biologia Vegetal pelas oportunidades concedidas para o meu
aperfeicoamento e aprendizado profissional, pela disponibilidade de recursos, laboratérios e
técnicos disponiveis tanto no IB em Botucatu, quanto em Rio Claro. Agradeco ainda, a todos
os professores e professoras pela oportunidade de aprendizado durante as disciplinas cursadas.

Ao Instituto Agronémico de Campinas — IAC pela oportunidade de aperfeicoamento
profissional, pela disponibilizacdo de sua estrutura e recursos, e pelo acolhimento a mim
dispensado.

Agradeco a Profa. Dra. Marcia Ortiz Mayo Marques pela orientacdo deste trabalho, pela
dedicacdo, comprometimento e cuidados dispensados a mim durante todo o tempo em que
estivemos na luta desenvolvendo essa pesquisa. Professora Marcia, serei grato por toda vida!!

A Dra. Maria Imaculada Zucchi e toda a equipe do Departamento de Genética da Escola
Superior de Agricultura Luiz de Queiroz — ESALQ — USP — Piracicaba, por disponibilizar toda
sua estrutura para a realizacdo de analises de dados moleculares, pelo acolhimento e atencédo a
mim dirigidos.

Agradeco aos colegas com os quais pude dividir momentos de aprendizado durante a
realizacdo das disciplinas que cursei.

As meninas: Andriele, Rosani e Malu pela parceria nas disciplinas, pelas saidas de
campo, pelo compartilhamento de conhecimentos e pela amizade. Gratiddo a todas!!

Aos amigos que fiz no IAC, no laboratério de Fitoquimica. Mariana, Paulo, Rafael,
Julio, Sandra, Daniela e Marina, obrigado pelas conversas e compartilhamento de experiéncias.

Agradeco aos colegas Roberto, Jonathan, Mateus e Zirlane pela ajuda na realizagcdo do
tratamento e analises dos dados moleculares, e em especial, a Carol e Jodo Vitor pela
colaboracdo na montagem das bibliotecas GBS realizadas no Laboratério do Departamento de
Genética da ESALQ.

Enfim, agradeco a Deus por me tornar forte e resiliente diante das adversidades da vida,
por me iluminar e fazer enxergar saidas para a resolugdo de quaisquer problemas, agradeco a
minha familia, que mesmo longe, esta sempre apoiando, mesmo sem entender o que estou a

fazer. A todos, sem excegdo, minha eterna gratid&o!!



SUMARIO

Pagina
LISTA DE TABELAS ...ttt sttt et et e nae e be e be e e |
LISTA DE FIGURAS ..otttk e et st e e e e beeenee s 1
LISTA DE SIGLAS ..ttt e e nnees I
I. INTRODUGAQO GERAL .....oooveeeeeeveeeeeveetese s s st sensnasnens 18
1. O GEnero LYChNOPNOra Mart..........cciiieiiieie e 18
1.1. Principais espécies de Lychnophora utilizadas na medicina popular..............ccccceeevevueenen. 18
2. Aspectos Morfoldgicos e Anatbmicos de Lychnophora pinaster Mart.............c.ccccceveeenen. 21
3. Aspectos Fitoquimicos de Lychnophora pinaster Mart.............cccooeveveienieiiesesneieeeesienns 25
4. Atividade Bioldgica de Lychnophora pinaster Mart...........cccoooeviieiinnincneneeeeesee 28

5. Estrutura populacional, diversidade genética e quimica de Lychnophora pinaster Mart....32

6. DNA RepetitiVO-DNA SAEITE. ........ciiiieieieieee e 35
7. Marcadores SSRS 8 SNPS........ooiiiiii e 38
8. Elementos TranSPONIVEIS TES.......ccciiiiiiiieieisie ettt 41
HL OBJIETIVOS. ...ttt ettt ettt et e b et e e sbeeanbeesneeenneens 44
I REFERENCIAS. ......ooooieeeeeeeeeee et en sttt an st ene st an e ene e 45

IV. CAPITULO | - Lychnophora pinaster Mart.: Uma Revisdo sobre aspectos:

Morfologicos, Anatdmicos, Quimicos e Genéticos de Populacbes ocorrentes em Minas

LC 1T g USSP 60
1. INTRODUGAD.........oooiceceeeeeeeeeeeese et essasse st sna s s 61
2. MATERIAIS METODOS.......coooiiiiieieieisstesiesie st 64
2.1. Levantamento de materiais botanicos — Historico dos estudos realizados...................... 64
2.2. Estudos que trataram aspectos morfologicos e anatdmicos de L. pinaster...................... 65

2.3. Historico dos estudos que trataram dos componentes quimicos dos 6leos essenciais de L.

Q1T T (T PSSP 66



2.4. Estudos de diversidade e estrutura genética — Principais estudos realizados................... 66

2.5. Principais analises de material genético empregadas nos estudos revisados................... 67
3. RESULTADOS E DISCUSSADQ.........ccovereiieeeieieseiseessestesssesesses s sesssses s sssssan s 71
3.1. Caracteristicas morfoldgicas € anatdmiCas...........ccevueiieerieeiesiieseere e 71
3.2. Caracterizacdo de Lychnophora pinaster Mart............cccoeeiiereieesiecse e, 73

3.3. Aspectos da composi¢cdo quimica dos Gleos essenciais de populagdes de Lychnophora
Q1T E R (=T g 1Y/ F- T OSSPSR 77
3.4. Diversidade genética de populagdes de Lychnophora pinaster Mart.: analises com
marcadores MIiCroSSALEIITES — SSRS........coiiiiiiiiee e 82

3.5. Estrutura genética de populacGes de Lychnophora pinaster Mart.: analises com

MArcadores MICKOSSALEIITES — SORS. ...ttt 83
A, CONCLUSAD. ... oot e et e e te et et et et e et et et et et e e e et et e e e e et etetaee e ee et eeeeeeneareeas 89
5. REFERENCIAS. ..o oo oot ee et e e et e e e et e et e e e et e e et e e e ese e et e e eseeer e e es e e e eraneesane 90

V. CAPITULO Il - Estrutura genética populacional e componentes quimicos de 6leos

essenciais compartilhados entre populacdes de Lychnophora pinaster Mart................... 95

L. INTRODUGAD. ...ttt ettt ettt en st es e 96

2. MATERIAL E METODOS........ooieeieieeeteeeseteses s iesessenesss st sssnsssnesnensenesnens 98
2.1, EXEraCao 08 DINAL. ... ..ottt ettt be et e e r e s teete e e sneenas 98
2.2. Quantificacdo e Normalizagdo de DNA..........oooi e 99
2.3. Preparacdo das Bibliotecas GENOMICAS........cccecivveieiiieiieeie et 99
2.4. Genotipagem de descoberta de marcadores SNP..........ccccooiiiiie e 100
2.5. Diversidade € eStrutura GENELICA. ........c.coveieeiieeie ettt 100
2.6. Analises dos componentes quimicos dos 6leos essenciais de L. pinaster..................... 101

2.7. Andlise de agrupamentos em funcéo dos componentes quimicos dos 6leos essenciais de
I 011§ F= 1 TSP P PRV PSP 101
3. RESULTADOS E DISCUSAD..........cooiiriieiririnsieies s 102

3.1. Populagdes de Lychnophora pinaster, descoberta de SNP e processamento de dados.102



3.2. Diversidade Genética de Populagdes de L. pinaster..........cccoccvvvevveiesiieneenesie e 105
3.3. Estrutura Genética de dezesseis populacdes de L. pinaster...........cccocvevevveveivieveennene 107

3.4. Compostos quimicos de OGleos essenciais compartilhados entre populacGes de

Lychnophora PINaster MarT...........c.coveiiiiiiiece et 118
4, CONCLUSAO.......c.oiiiiiieieiesissis st 127
5. REFERENCIAS. ..ottt see sttt sttt s st s st st nes st 128

V1. CAPITULO Il - Populages de Lychnophora pinaster Mart. (Asteraceae): composi¢io

repetitiva em SeqUENCIAS A0 DINA.........ooiiii s 133
1. INTRODUGAD. ..ot tee et es st s sttt nass s s s ssnes s sasensnsaseees 134
2. MATERIAIS E METODOS........cocoeiieieieiseesesessseeesses st sesissssesssss s sessssssessssssssssssnens 137
2.1, EXTraCao 08 DINAL.... ..ottt et st e e e te et e s e ae e te e nnes 137
2.2. Quantificacdo e Normalizagao de DNAL..........cooi e 137
2.3. Preparacdo das Bibliotecas GENOMICAS...........cccueiverieiieiee et e e sre e se e 138
2.4. Genotipagem de descoberta de marcadores SNP..........cccccvive e 138
2.5. Identificacdo e selecdo de elementos transponiveis (TES).......ccccvveevevevieiieseerie e 139
3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ.........ciieiieeieeiieesieesstesisssissessesissessesse s sesessessssessesssnens 141
3.1. Anotacdo e identificagdo preliminar de elementos transponiveis em Lychnophora
ST LA E= 1 TSRS P TP PROP 141
3.2. Diversidade de elementos retrotransposons Ty1-copia/SIRE/Tork/lvana em Lychnophora
QTR E R (=T g 1Y/ - T OSSOSO 148
3.3. Diversidade de elementos retrotransposons Ty3-Gypsy/Tekay/Reina em Lychnophora
PINASTET IMIAIT. ...t bbbttt ettt sb et ne e 152
3.4. Elementos frequentes de Tyl-copia e Ty3-gypsy em Lychnophora pinaster Mart.....155
3.5. Analise individual e comparativa entre populagdes de Lychnophora sp...........c......... 157
4. CONCLUSAO.........oiiiiiieiisiesis et 164
5. REFERENCIAS. ...ttt st 165

VII. CONSIDERAGOES FINAIS.......coriieeeeeeeeeeeeeeeeeeee s e see s sa s 171



LISTA DE TABELAS

Pagina
Tabela 1. Populac@es, codigos das populaces, regides e altitude das areas de distribuicdo dos
individuos de Lychnophora pinaster e estudos ja realizados para 15 popula¢des no estado de
Y LT = o T =] =T | R 68
Tabela 2. Diferencas morfologicas e anatdmicas entre L. ericoides Mart. e L. pinaster Mart...71
Tabela 3. Substancias majoritarias presentes nos 06leos essenciais de populacdes de
Lychnophora PINASIEr IMAI...........oouiiiiiiii s 78
Tabela. 4. indices de diversidade genética das populacdes de Lychnophora pinaster Mart.
analisadas em estudos realizados com base em marcadores microssatélites — SSRs............... 86
Tabela 5. Numero de individuos de dezesseis populacBes de Lychnophora pinaster
SeqUENCIAdOS € SEIECIONAUODS. ........ccueiiiriiriieiieiei et 104
Tabela 6. indices de diversidade genética para as dezesseis populacdes de L. pinaster
distribuidas por quatro mesorregifes de Minas Gerais...........c.ccuevververiereriesieseseseeeeeeseeseens 106
Tabela 7. Substancias majoritarias compartilhadas entre quinze populacdes de Lychnophora
pinaster Mart., ocorrentes em quatro mesorregioes de Minas Gerais...........ccccocevvervesvreieennnn 122
Tabela 8. Frequéncias de elementos Tyl-copia em Clusters e dominios codificantes internos
do DNA repetitivo de Lychnophora pinaster Mart............cccooeieneiiiinineneee e 146
Tabela 9. InformacGes das amostras das populacbes de Lychnophora sp. e codigos utilizados
NS ANALISES. ...ttt b ettt bbb b bttt bbb neene e 158
Tabela 10. Classes/linhagens de DNA repetitivo e suas proporgdes genomicas (%)
identificadas em analises individuais das popula¢des de arnica (Lychnophora sp.), utilizando o
R 0L U b o] (o] =] SRRSO 158
Tabela 11. Classes de DNA repetitivo e suas propor¢des gendémicas (%) identificadas na analise
comparativa entre as populacbes de arnica (Lychnophora sp.), utilizando o
REPEAIEXPIOTEI2Z........eie et bbbt 161



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Distribui¢do do género Lychnophora Mart. pelo territdrio brasileiro........................ 18
Figura 2. Espécies de Lychnophora utilizadas na medicina popular. A. L. ericoides, B. L.
granmogolensis, C. L. passerina, D. L. pinaster e E. L. salicifolia...........c..cccocvevviiveiiiicinenns 19
Figura 3. Distribuicdo de populacdes de L. pinaster em 3 mesorregides do estado de Minas

(G- - TSR PRRSP 22
Figura 4. Distribuicdo geografica das popula¢des de Lychnophora pinaster Mart. no estado de
Minas Gerais. Regido Norte de Minas Gerais: Diamantina (DIMa), Itacambira/Botumirim
(ITBO), Olhos D’Agua (OD), Grio Mogol (GM); Regi&o Metropolitana de Belo Horizonte:
Caeté/Rio Acima (CTRA), Nova Lima/Serra da Calcada (NLSC), Ouro Branco (OB), Serra da
Moeda (SM), Serra do Rola Moca (SRM); Campo das Vertentes: Antena (ANT), Areia
Branca (AB), Poco Bonito (PB), Serra da Arnica (SA), Serra do Sofa (SS)........cccceeevveveiienee. 64
Figura 5. Habitos, ilustracfes e caracteristicas micromorfologicas e anatdbmicas de individuos
de Lychnophora pinaster Mart. (A-B). llustracfes de ramo, fruto e folhas de L. pinaster; (a-e).
Imagens dos habitos; (g-i). Imagens de caracteristicas anatébmicas das folhas e ().
(0] 11 0 JO TSRS 72
Figura 6. llustracdo de ramo e fruto; (A-C). Imagens do héabito, glomérulos e frutos de
Lychnophora PINASTEr IMAIT........c..oouiiiii e 76
Figura 7. Vias metabdlicas e substancias sintetizadas partindo da glicose no metabolismo
esSpecializado de PIANTAS...........cciiiiie e e e 81
Figura 8. Andlise de agrupamento utilizando genétipos multilocos de Lychnophora pinaster
Mart. Admixture model contendo 3 populacdes de L. pinaster (admitindo k=3), demonstradas
pelas cores verde, azul € VEIMEINA............coi oo 88
Figura 9. Fst par a par entre as sete populacfes de Lychnophora pinaster analisadas. As
populagdes PB, SS, SA, SSa, SB e AB séo provenientes da regido sul e a populacdo OB da
regido sudeste do Estado de Minas Gerais — Brasil. OB: Ouro Branco, PB: Pogo Bonito, SS:
Serra do Sof, SA: Serra da Arnica, SSa: Serra do Salto, SB: Serra Branca, AB: Areia
BIFANCA. ...ttt h e bt e et e ae e neenneas 88
Figura 10. Atribuicdo Bayesiana de 186 individuos de Lychnophora pinaster em (A) K=2, (B)
K=3 e (C) K=4 clusters utilizando o software STRUCTURE v.2.3.4. As populagdes PB, SS,
SA, SSa, SB e AB séo provenientes da regido sul e a populagédo OB da regido sudeste do Estado
de Minas Gerais — Brasil. OB: Ouro Branco, PB: Po¢o Bonito, SS: Serra do Sofa, SA: Serra da
Arnica, SSa: Serra do Salto, SB: Serra Branca, AB: Areia BranCa..........ccocceeevveveeeevicienee e, 88



Figura 11. Quatro mesorregifes do estado de Minas Gerais, areas de distribuicdo das 16
populagOes de LyChnophora PINASTET............ooiiiiiiiiieiee e 102
Figura 12. Dendograma e heatmap baseado no indice de fixacao (Fst) de Wright expressando
grande diferenciacdo entre as populag6es de L. pinaster ocorrentes em 4 mesorregides do estado
de Minas Gerais. GM: Grdo Mogol, ITBO: Itacambira/Botumirim, DIMa: Diamantina, DI:
Diamantina, OD: Olhos D’Agua, ODMa: Olhos D’Agua/Diamantina, CTRA: Caeté/Rio
Acima, NLSC: Nova Lima/Serra da Calgada, OB: Ouro Branco, SM: Serra da Moeda (SM),
SEM: Serra do Rola Moca, AB: Areia Branca, SA: Serra da Arnica, SB: Serra Branca, SSa:
Serra do Salto € SS: SErrado SOTA.........ccuiiiiiiiei s 109
Figura 13. Estimativa do modelo PCAdapt para formag&o de quatro grupos genéticos entre 16
populagdes de L. pinaster. Grdo Mogol (MG), Itacambira/Botumirim (ITBO), Diamantina
(DIMa), Diamantina (DI), Olhos D’Agua/Diamantina (ODMa) ¢ Olhos D’Agua (OD);
Caeté/Rio Acima (CTRA), Nova Lima/Serra da Calcada (NLSC), Ouro Branco (OB), Serra da
Moeda (SM) e Serra do Rola Mocga (SRM); Areia Branca (AB), Serra da Arnica (SA), Serra
Branca (SB), Serra do Salto (SSa) e Serra do SOF& (SS).....c.covevevieviiiiiieeeeese e 111
Figura 14. Teste Admixture de 16 Populagcbes de Lychnophora pinaster do estado de Minas
Gerais. (A). K=6, grupos genéticos de I-VI e (B). K=9, grupos genéticos de I-1X. AB: Areia
Branca, CTRA: Caeté/Rio Acima, DI: Diamantina, DIMa: Diamantina, GM: Grdo Mogol,
ITBO: Itacambira/Botumirim, NLSC: Nova Lima/Serra da Calcada, OB: Ouro Branco, OD:
Olhos D’Agua, ODMa: Olhos D’Agua/Diamantina, SA: Serra da Arnica, SB: Serra Branca,
Serra da Moeda, SRM: Serra do Rola Moca, SS: Serra do Sofa, SSa: Serra do

Figura 15. Analise discriminante (DAPC) a partir de SNPs de 16 populacdes de Lychnophora
pinaster. AB: Areia Branca, CTRA: Caeté/Rio Acima, DI: Diamantina, DIMa: Diamantina,
GM: Grao Mogol, ITBO: Itacambira/Botumirim, NLSC: Nova Lima/Serra da Calcada, OB:
Ouro Branco, OD: Olhos D’Agua, ODMa: Olhos D’Agua/Diamantina, SA: Serra da Arnica,
SB: Serra Branca, SM: Serra da Moeda, SRM: Serra do Rola Moga, SS: Serra do Soféa, SSa:
SEITATAO SAITO. ... et ns 117
Figura 16. Dendrograma de similaridade quimica dos 6leos essenciais de 15 populacfes de
Lychnophora pinaster Mart.. ANT: Antena, AB: Areia Branca, ERE: Estrada Real, CTRA:
Caeté/Rio Acima, DIMa: Diamantina, GM: Grao Mogol, NLSC: Nova Lima/Serra da Calcada,
OB: Ouro Branco, OD: Olhos D’Agua, PB: Pogo Bonito, SA: Serra da Arnica, SB: Serra
Branca, SM: Serra da Moeda, SSa: Serra do Salto, SSo: Serrado Sofé..........ccccceveveviiiiinnns 123
Figura 17. Dendrograma baseado em 154 compostos quimicos presentes nos 6leos essenciais

de 15 populacGes de Lychnophora pinaster Mart. das regides Norte, Metropolitana de Belo



Horizonte e Campo das Vertentes do estado de Minas Gerais. Os agrupamentos refletem o
compartilhamento de substancias entre as POPUIAGOES...........coerereriririeisieee e 123
Figura 18. Analise de clusters baseada no Algoritimo de Agrupamento Kmeans para
populacgdes de Lychnophora pinaster, sendo tomado como quantidade 6tima de clusters, o K=3.
ANT: Antena, AB: Areia Branca, ERE: Estrada Real, PB: Po¢o Bonito, SA: Serra da Arnica,
SSa: Serra do Salto, SS: Serra do Sofd; CTRA: Caeté/Rio Acima, DIMa: Diamantina, OD:
Olhos D’Agua, GM: Grio Mogol, NLSC: Nova Lima/Serra da Calgada, OB: Ouro Branco e
SM: SEITA A IMOBUA. ... s 126
Figura 19. Analise de componentes principais (PCA) a partir das substancias majoritarias
compartilhadas pelas 15 populac¢Ges de Lychnophora pinaster Mart. ANT: Antena, AB: Areia
Branca, ERE: Estrada Real, PB: Pogo Bonito, SA: Serra da Arnica, SSa: Serra do Salto e Serra
do Sofa, CTRA: Caeté/Rio Acima, NLSC: Nova Lima/Serra da Calgada, OB: Ouro Branco,
SM: Serra da Moeda, OD: Olhos D’Agua, GM: Grdo Mogol, DIMa: Diamantina.................. 126
Figura 20. Sistema de classificacdo para elementos transponiveis. (A). Classificacdo dos
elementos transponiveis de acordo com a ordem, superfamilia e classe de elementos segundo a
organizacdo das sequéncias do DNA e os seus dominios codificantes, e (B). Esquema de
organizacdo da Classe | — LTR-Retrotransposons e suas duas superfamilias e linhagens de
acordo com 0s seus dominios COAITICANTES. ........coveiviiceeieere e 140
Figura 21. Resumo gréafico dos superclusters obtidos apds analises preliminares da composi¢do
repetitiva do DNA de 16 populagdes de Lychnophora pinaster Mart. ................cccce....... 142
Figura 22. Dendrograma baseado em agrupamentos pareados (UPGMA) de 66
elementos/linhagens/familias Tyl-copia de acordo com formacdo de clusters em cinco
dominios codificantes internos: RH, INT, PROT, GAG e RT. Andlise preliminar da composicao
repetitiva do DNA de populagdes de Lychnophora pinaster. ............ccoceeevenenesenesesennens 143
Figura 23. Tabela de anotacdes de elementos transponiveis: Tyl-copia e suas linhagens e Ty3-
gypsy e suas linhagens em analise preliminar para a composicdo do DNA repetitivo de 16
populacbes de Lychnophora pinaster Mart., distribuidas por quatro mesorregifes do estado de
IMHINAS GBIAIS. ... vttt ettt ettt b ettt e b e e st b e bt et e et e e beenbeereenbeeneenbeete e 145
Figura 24. Dendrograma baseado em agrupamentos pareados (UPGMA) de 79
elementos/linhagens/familias Ty3-gypsy de acordo com formacdo de clusters em cinco
dominios codificantes internos: RH, INT, PROT, GAG e RT. Andlise preliminar da composicao
repetitiva do DNA de populag¢tes de Lychnophora pinaster............cccvveieneieseenesie e 147
Figura 25. Representatividade dos elementos SIRE Ty1-copia nos cinco dominios codificantes
internos: Integrase (INT), RNAse H (RH), Protease (PROT), Grupo Antigeno Especifico



(GAG) e Transcriptase Reversa (RT) na porcao repetitiva do DNA de Lychnophora pinaster

Figura 26. Representatividade dos elementos TORK Tyl-copia em quatro dominios
codificantes internos: Integrase (INT), RNAse H (RH), Protease (PROT) e Transcriptase
Reversa (RT) na porcéo repetitiva do DNA de Lychnophora pinaster Mart..............c..ccccu...... 150
Figura 27. Representatividade dos elementos IVANA Tyl-copia em quatro dominios
codificantes internos: Integrase (INT), RNAse H (RH), Protease (PROT) e Transcriptase
Reversa (RT) na porcéo repetitiva do DNA de Lychnophora pinaster Mart..............c..ccccuo..... 151
Figura 28. Representatividade dos elementos TEKAY Ty3-gypsy em cinco dominios
codificantes internos: Integrase (INT), RNAse H (RH), Protease (PROT), Grupo Antigeno
Especifico (GAG) e Transcriptase Reversa (RT) na porcdo repetitiva do DNA de Lychnophora
O T= TS (=] 1Y/ - T OSSR 153
Figura 29. Representatividade dos elementos REINA Ty3-gypsy em dois dominios
codificantes internos: RNAse H (RH) e Reversa (RT) na porgdo repetitiva do DNA de
Lychnophora PINASTEr IMAIT...........oouiiiiiieiiee e 154
Figura 30. Ocorréncia de Linhagens/familias Tyl-copia e Ty3-gypsy na formacdo de clusters.
Analise preliminar da porcéo repetitiva do DNA de Lychnophora pinaster Mart.................... 155
Figura 31. Frequéncia de ocorréncias de linhagens/familias Tyl-copia e Ty3-gypsy na
composicao da porcéo repetitiva do DNA de Lychnophora pinaster Mart.............cccccceeveneee. 156
Figura 32. Frequéncia de linhagens/familias Tyl-copia e Ty3-gypsy por dominio codificante
interno. Analise preliminar da composicao das sequéncias repetitivas do DNA de Lychnophora
PINASTEE IMIAT. ...ttt b bbbt e et b bt b 157
Figura 33. Abundancia relativa (%) de sequéncias repetitivas nas populacgdes individuais de
arnica (Lychnophora sp.) conforme analise usando o RepeatExplorer2. Ip. Lychnophora
pinaster, Is. Lychnophora salicifolia.............c.cccvoviiiiii i 159
Figura 34. Proporcdo gendmica das sequéncias repetitivas de duas superfamilias da ordem LTR
identificadas nas populag¢Oes de arnica (Lychnophora sp.). Tyl-copia e suas linhagens. Ty3-
gypsy e suas linhagens. (Ip. Lychnophora pinaster, Is. Lychnophora salicifolia..................... 160
Figura 35. Comparacdo da composicao repetitiva entre as populagdes de arnica (Lychnophora
sp.) inferida a partir de uma analise comparativa do RepeatExplorer2. As colunas representam
diferentes clusters e as cores representam diferentes repeticdes. Em vermelho (Tekay), e em
verde (SIRE) representando as principais linhagens de DNA repetitivo componentes dos

genomas de Lychnophora pinaster e Lychnophora salicifolia.............c.ccccooveiiiiiiiciicnn, 163



LISTA DE SIGLAS

AB — Areia Branca

AFLP — Amplified Fragment Length Polymorphism

ANT — Antena

APTA — Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios

BH — Belo Horizonte

CAPES - Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
CAPS — Cleaved Amplified Polymophic Sequence

CG-DIC - Cromatografia a Gas com Detector de lonizacdo de Chama
CG-EM - Cromatografia a Gas acoplada a Espectrometria de Massas
CTRA — Caeté/Rio Acima

DAPC — Analise Discriminante de Componentes Principais

DI — Diamantina

DIMa — Diamantina

ERE — Estrada Real

ESALQ — Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz

Fst — Coeficiente de Endogamia

GM — Grao Mogol

GPS — Global Positioning System

He — Heterozigosidade Esperada

Ho — Heterozigosidade Observada

IAC — Instituto Agronémico

IB — Instituto de Biociéncias

ITBO — Itacambira/Botumirim

ISSR — Inter Simple Sequence Repeats

NGS — Next-Generation Sequencing

NLSC — Nova Lima Serra da Calcada

OB — Ouro Branco

OD - Olhos D’Agua

ODMa — Olhos D’Agua/Diamantina

PB — Poco Bonito



PCA — Anélise de Componentes Principais

PCR — Polymerase Chain Reaction

RAPD — Randon Amplified Polymorphic DNA

SA — Serra da Arnica

SB — Serra Branca

SCAR - Sequence Characterized Amplified Regions
SM — Serra da Moeda

SRM - Serra do Rola Moca

SNPs — Single Nucleotide Polymorphisms

SSa — Serra do Salto

SSo — Serra do Sofa

SSCP — Singe-Strand Conformation Polymorphism
SSR - Simple Sequence Repeats

STR — Repeti¢des de Tandem Curto

STS — Sequence Tagged Sites

TEs — Elementos Transponiveis

UNESP — Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho”
UNICAMP — Universidade Estadual de Campinas
USP — Universidade de Séo Paulo



Resumo

Lychnophora pinaster Mart., espécie endémica do estado de Minas Gerais, € largamente
utilizada como planta medicinal na medicina popular ao longo da cadeia montanhosa da Serra
do Espinhaco. A espécie apresenta caracteristicas polimorficas tanto para os aspectos
morfologicos quanto para aspectos quimicos dos 6leos essenciais, alem de apontar para uma
grande diferenciacdo genética entre varias populacOes ja estudadas anteriormente. L. pinaster é
uma espécie irma de L. ericoides com a qual, geralmente é muito confundida. Caracteristicas
morfologicas unidas as caracteristicas anatdmicas poderdo auxiliar na separacdo entre as duas
especies. Diante deste contexto, este trabalho teve como principal objetivo realizar um estudo
destacando os diversos aspectos morfologicos, anatdmicos, quimicos e genéticos de populacdes
de L. pinaster ocorrentes no estado de Minas Gerais, buscando fornecer novos elementos e
subsidios para futuros programas de conservacdo desta espécie, tendo como objetivos
especificos: (i) Caracterizar grupos de caracteristicas morfologicos e anatbmicos relevantes
para a identificacdo de L. pinaster; (ii) Realizar uma revisao sobre caracteristicas morfologicas,
anatdmicas, genéticas e componentes quimicos de populacdes de L. pinaster, destacando
aspectos da composi¢do quimica dos Oleos essenciais de 15 populagdes; (iii) Identificar
elementos de sequéncias repetitivas do DNA presentes em L. pinaster, atraves de marcadores
moleculares (SNPs) presentes em populacdes da espécie, ocorrentes no estado de Minas Gerais;
(iv) Verificar a estruturacéo populacional de 16 populacGes de L. pinaster ocorrentes em quatro
mesorregides do estado de Minas Gerais atraves de anélises de marcadores SNPs; e (v) Verificar
niveis de compartilhamento de compostos quimicos entre populacfes de L. pinaster de uma
mesma regido ou de regides diferentes. A revisdo bibliogréafica sobre aspectos de caracteristicas
morfoldgicas, anatdmicas, quimicas e genéticas confirmam o carater polimoérfico dos
individuos das 15 populagdes quanto as caracteristicas morfoldgicas evidenciadas apds analises
de 98 materiais, aspectos anatbmicos como feixes vasculares colaterais, auséncia de esclereides,
estdmatos projetados acima das demais células epidérmicas e auséncia de criptas estomaticas
sdo fortes caracteres para diferenciar L. pinaster de espécies muito proximas como L. ericoides,
sendo os aspectos da composicdo quimica dos 6leos esséncias e a genética de populacdes, dois
pontos essenciais para o entendimento do comportamento das populacdes da espécie. A
composicdo gquimica dos Oleos essenciais de L. pinaster evidencia a diferenciacdo de duas
grandes grupos de populacdes em funcdo de duas classes de compostos: Sesquiterpenos e
Fenilpropanoides contribuindo para a divisdo das populacGes por regido de ocorréncia, o
mesmo, ¢é verificado para os agrupamentos obtidos ap6s analises realizadas com marcadores
moleculares: SSRs e SNPs, onde o0s grupos genéticos formados sugeriram fortes evidencias
para agrupamentos em funcdo das regides de ocorréncia das populacGes estudadas. As analises
para identificacdo do DNA repetitivo em sequéncias de individuos de L. pinaster, revelaram
preliminarmente uma abundancia de 16 linhagens/familias, sendo oito de Tyl-copia e oito de
Ty3-gypsy. Os resultados dos dados analisados revelaram uma grande diversidade de
caracteristicas apresentadas por populacdes de L. pinaster. O acréscimo de informagdes e
conhecimentos sobre esta espécie, podera auxiliar no futuro na construcao de planos de manejo
e conservacdo de suas populacdes ameacadas de extingéo.

Palavras-chave: Elementos repetitivos, Genética de populacdes, Oleos essenciais, Plantas
medicinais, Retrotransposons



Abstract

Lychnophora pinaster Mart., a species endemic to the state of Minas Gerais, is widely used as
a medicinal plant in folk medicine along the mountain range of Serra do Espinhaco. The species
presents polymorphic characteristics for both morphological and chemical aspects of essential
oils, in addition to pointing to a great genetic differentiation between several populations
previously studied. L. pinaster is a sister species of L. ericoides with which it is often confused.
Morphological characteristics together with anatomical characteristics may help in the
separation between the two species. In this context, the main objective of this work was to carry
out a study highlighting the various morphological, anatomical, chemical and genetic aspects
of L. pinaster populations occurring in the state of Minas Gerais, seeking to provide new
elements and subsidies for future conservation programs of this species, with the following
specific objectives: (i) To characterize groups of morphological and anatomical characteristics
relevant to the identification of L. pinaster; (ii) To conduct a review of morphological,
anatomical, genetic and chemical components of L. pinaster populations, highlighting aspects
of the chemical composition of essential oils from 15 populations; (iii) To identify elements of
repetitive DNA sequences present in L. pinaster, through molecular markers (SNPs) present in
populations of the species, occurring in the state of Minas Gerais; (iv) To verify the population
structure of 16 populations of L. pinaster occurring in four mesoregions of the state of Minas
Gerais through analysis of SNP markers; and (v) To verify levels of sharing of chemical
compounds between populations of L. pinaster from the same region or from different regions.
The literature review on aspects of morphological, anatomical, chemical and genetic
characteristics confirm the polymorphic character of the individuals of the 15 populations
regarding the morphological characteristics evidenced after analysis of 98 materials, anatomical
aspects such as collateral vascular bundles, absence of sclereids, stomata projected above the
other epidermal cells and absence of stomatal crypts are strong characters to differentiate L.
pinaster from very different species. L. ericoides and the aspects of the chemical composition
of the essential oils and the genetics of populations, are two essential points for understanding
the behavior of the populations of the species. The chemical composition of the essential oils
of L. pinaster evidences the differentiation of two major groups of populations due to two
classes of compounds: Sesquiterpenes and Phenylpropanoids, contributing to the division of
populations by region of occurrence, the same is verified for the groupings obtained after
analyses carried out with molecular markers: SSRs and SNPs, where the genetic groups formed
suggested strong evidence for groupings according to the regions of occurrence of the
populations studied. The analyses for the identification of repetitive DNA in sequences of
individuals of L. pinaster preliminarily revealed an abundance of 16 lineages/families, eight of
Tyl-copia and eight of Ty3-gypsy. The results of the analyzed data revealed a great diversity
of characteristics presented by populations of L. pinaster. The addition of information and
knowledge about this species may help in the future in the construction of management and
conservation plans for its endangered populations.

Keywords: Essential oils, Medicinal plants, Population genetics, Repetitive elements,
Retrotransposons
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I. INTRODUCAO GERAL

1. O género Lychnophora Mart.

Lychnophora é um género pertencente a familia Asteraceae (Compositae) (SEMIR et
al., 2011), circunscrito dentro da classe Equisetopsida, subclasse Magnoliidae e ordem
Asterales (LOEUILLE et al., 2015). O género Lychnophora é endémico do Brasil (BFG, 2021)
com cerca de 29 espécies descritas e distribuicdo confirmada para os estados da Bahia, Distrito

Federal, Goias, Minas Gerais, Piaui, Sdo Paulo e Tocantins (Figura 1).
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Figura 1. Distribuicio do género Lychnophora Mart. pelo territorio brasileiro.

As espécies de Lychnophora apresentam habito variando desde arvoretas a arbustos ou
subarbustos candelabriformes ou subdicotémicos, com ramos cilindricos, cobertos por
indumento variado podendo ser velutinos, pubérulos, tomentosos, vilosos ou lanosos. As folhas
sdo imbricadas e ascendentes no &pice, alternas ou raramente opostas. As inflorescéncias
seguem um padrao basico e sdo consideradas como glomérulos simples, o fruto € uma cipsela

que pode ser glabra, glandulosa ou costada (SEMIR et al., 2011).

1.1. Principais espécies de Lychnophora utilizadas na medicina popular
No Brasil as espécies do género sdo conhecidas como “arnica brasileira”, “arnicao
brasileiro” ou “arnica da serra” e sdo geralmente utilizadas no tratamento de dores, inflamagdes,

feridas e reumatismos (SAUDE et al., 1998; BERNARDES et al., 2021). Atualmente no Brasil,
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pelo menos 10 espécies de Lychnophora séo reconhecidas por serem utilizadas na medicina
popular, principalmente por apresentarem caracteristicas morfolégicas semelhantes entre si,
estando dentre estas, Lychnophora ericoides Mart., Lychnophora granmogolensis (Duarte)
Semir., Lychnophora passerina (Mart. ex DC.) Gardner, L. pinaster e Lychnophora salicifolia
Mart. (SEMIR, 1991; CHAVES et al., 2015; BERNARDES et al., 2021) (Figura 2).

Figura 2. Espécies de Lychnophora utilizadas na medicina popular. A. L. ericoides, B. L. granmogolensis,
C. L. passerina, D. L. pinaster e E. L. salicifolia. Imagens extraidas. A. Ribeiro-Silva et al. (2017), B. Semir
et al. (2014), C. Oliveira (2010), D. Silva (2016) e E. Gouvea (2013).
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Na medicina popular do Brasil, as espécies de Lychnophora mais utilizadas, sdo L.
ericoides e L. pinaster Mart. devido a semelhancas morfologicas e quimicas destas duas
espécies com Arnica montana L. espécie europeia de arnica que ja tinha o seu potencial
medicinal reconhecido na Europa (CERQUEIRA et al.,, 1987; CHAVES et al.,, 2015;
BERNARDES et al., 2021).

As espécies de Lychnophora ocorrem de forma restrita em Campos rupestres, e em
bioregides adjacentes ao Cerrado e Caatinga (SEMIR et al., 1991; ROBINSON, 1999;
GOUVEIA, 2010; SEMIR et al., 2011; COLLI-SILVA et al., 2019). Algumas espécies de
Lychnophora apresentam em sua distribuicdo um microendemismo muito pronunciado
principalmente no estado de Minas Gerais (SEMIR et al., 2011).

Devido a sua importancia na medicina popular, espécies de Lychnophora tem sido
exploradas sem um manejo especifico para a sua conservacdo, isso tem causado forte pressdo
extrativista sobre populagdes de espécies microendémicas no estado de Minas Gerais onde
muitas espécies do género, foram incluidas na lista de espécies da flora nacional ameacadas de
extincdo classificadas dentro das categorias: vulneraveis, em perigo, criticamente em perigo e
provavelmente extintas (MENDONCA, LINS, 2000; SILVA, 2016).

Apos ser estabelecido por Martius em (1822), o género Lychnophora passou por
diversas adi¢des, recolocacdes ou combinacgdes de espécies propostas por diversos estudiosos
do género (SEMIR et al., 2011). Algumas revisdes para suas espécies foram realizadas por
Schultz-Bipontinus (1863), Baker (1873), Coile & Jones (1981), Semir (1991) e Robinson
(1999).

Atualmente, poucos estudos foram realizados caracterizando morfologicamente os
taxons representantes de Lychnophora em Semir (1991) é onde pode-se melhor encontrar uma
caracterizacdo morfoldgica para espécies do género, sendo esta complementada em Semir et al.
(2011), que destacaram a importancia do estudo dos caracteres vegetativos e reprodutivos a
nivel especifico para o género (SEMIR et al., 2011), levantando-se assim, a hipdtese de que
grupos de caracteristicas morfoldgicos e anatbmicas especificas podem auxiliar na identificacdo
correta dos tdxons do género, sendo necessario neste sentido, a realizacdo de novos estudos que
possam melhor caracterizar morfologicamente os representantes de Lychnophora.

Alguns estudos mais recentes vém abordando ndo somente a importancia de alguns
taxons do género na medicina popular, mas também destacando caracteristicas fitoquimicas de
espécies como L. ericoides, L. pinaster e Lychnophora salicifolia Mart. (GOUVEIA, 2010;
SILVA, 2016; MARQUES et al., 2020; PAVARINI et al., 2020).

Devido a relatos de seu uso medicinal, muitas espécies de Lychnophora foram estudadas

guanto a atividade biologica de compostos quimicos presentes em seus representantes (SEMIR
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et al., 2011). Neste contexto, L. pinaster tem sido bastante estudada principalmente na
caracterizacdo de sua composi¢do quimica e perfil metabolico (SILVA, 2016), com destaque
para as importantes atividades biologicas desempenhadas por algumas substancias presentes
em estratos desta espécie (SILVEIRA et al., 2005a; ABREU et al., 2011; ANTONISAMY et
al., 2011; ABREU et al., 2013; SILVA, 2016).

A grande maioria dos estudos tratando de Lychnophora, versam basicamente sobre
aspectos relacionados a composicdo quimica de algumas de suas especies de diferentes
populagdes com destaque para Gouvea (2010) em seu estudo sobre a variagéo populacional dos
metabolismos secundarios do “arnicdo brasileiro” (L. salicifolia) e Gouvea et al. (2012)
destacando um metodo de HPLC-DAD-MS/MS na determinacdo de compostos principais no
extrato bruto de L. salicifolia, ou estudos realizados por Chicaro et al. (2004) com L. passerina,
Santos et al. (2005) com L. ericoides, Bernardes et al. (2019) com Lychnophora ssp..

Outros estudos como os realizados por Marques et al. (2020) com L. pinaster, Pavarini
et al. (2020) estudando L. ericoides e mais recentemente, Bernardes et al. (2021) tratando de
lactonas sesquiterpénicas em espécies de Lychnophora, ressaltaram principalmente as
possibilidades e potenciais aplicabilidades de compostos presentes nestas espécies em possiveis
tratamentos de diversas inflamacgdes, sugerido hipoteticamente que 0s compostos quimicos
presentes em espécies de Lychnophora apresentam uma diversidade de atividades bioldgicas
com grande eficiéncia, refletindo assim, a importancia da realizacdo de mais estudos que

investiguem 0s compostos quimicos presentes nos taxons desse género.

2. Aspectos Morfoldgicos e Anatémicos de Lychnophora pinaster Mart.

Lychnophora pinaster Mart. é uma espécie endémica do estado de Minas Gerais
pertencente a familia Asteraceae, tribo Vernonieae e subtribo Lychnophorinae. A espécies
apresenta microendemismo em algumas éareas inseridas dentro da Serra do Espinhaco,
distribuida por 3 mesorregibes, onde ainda se encontram poucas populagdes remanescentes
(Figura 3). Os individuos de L. pinaster se apresentam na forma de subarbustos eretos
ramificados, pequenos arbustos ericoides e, mais raramente, como arbustos mais altos, variando
entre 0,4m a 2,4m, podendo atingir até 3,6 m raramente (SEMIR, 1991; SEMIR et al., 2011).

Suas folhas podem se apresentar muito imbricadas e ascendentes na parte superior dos
ramos e mais patentes até pouco reflexas nas partes inferiores, variando nas formas linear, linear
oblonga, rosmarinidide e ericoide, sendo ocasionalmente longa e linear em forma de fita. A
base foliar vai de arredondada a auriculada, ligeiramente atenuada, de apice obtuso a pouco

arredondado ou raramente pouco agudo, margem revoluta, venacdo broquiddédroma, face
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adaxial intensamente tomentosa canescente, nervura principal subvilosa quando jovem,
subglabrescente permanecendo pouco pubérula até totalmente glabra quando velha (SEMIR,
1991).
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Figura 3. Distribuicdo de populagdes de L. pinaster em 3 mesorregides do estado de Minas Gerais.

As folhas de L. pinaster podem apresentar textura que varia de muito rugosa e bulada,
sendo as vezes quase lisa sua nervura principal € alargada e vai afinando da base para o apice,
a face abaxial é tomentosa, com tricomas subvilosos e tomentosos cobrindo todas as nervuras,
com a principal subquadréatica, que é ndo alada e sulcada (SEMIR, 1991; SEMIR et al., 2011,
MARQUES, 2020).

Quanto aos aspectos reprodutivos de L. pinaster, a espécie apresenta inflorescéncias do
tipo glomérulos simples folhosos, tipica para o género Lychnophora (SEMIR, 1991),
glomérulos com capitulos campanulados portando de 3 a 5 flores com colorago lilas a purplrea
(SEMIR et al., 2011).

O fruto ¢ do tipo cipsela obconica, oval cilindrica, glabra ou glandulosa, olivacea a
castanha as vezes com manchas atropurpureas e com dispersdo acondicionada as caracteristicas
sazonais em fungdo de mudangas climaticas, sendo seu periodo de floracdo, entre os meses de
agosto e outubro, com dispersao dos frutos nos meses de dezembro, janeiro e fevereiro (SILVA,
1998; SEMIR et al., 2011; MARQUES, 2020).
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L. pinaster tem sido utilizada como planta medicinal por populagdes que vivem em
diversas comunidades localizadas nos entornos da Serra Geral (Serra do Espinhaco) no estado
de Minas Gerais onde esta espécie apresenta microendemismo. A planta fornece ramos, folhas
e inflorescéncias que séo utilizadas na medicina popular tradicional principalmente como
agentes anti-inflamatdrio e cicatrizantes, analgésicos, contra pancadas e contusdes, hematomas
e até mesmo contra picadas de insetos (RODRIGUES, CARVALHO, 2001; HABER et al.,
2009; SEMIR et al., 2011; SILVA, 2016).

Devido a sua importancia na medicina popular tradicional local, o extrativismo
indiscriminado desta espécie unido a fatores como queimadas e desmatamento progressivo do
Cerrado nas areas de sua ocorréncia, tem refletido em populacdes de L. pinaster apresentando
um reduzido numero de individuos o que confere a espécie, 0 status de ameacada de extin¢éo
na Lista de Espécies Ameacadas do Estado de Minas Gerais (COPOM, 1997; MENDONCA,
LINS, 2000; SILVA, 2016; MARQUES, 2020).

Com relacdo as caracteristicas anatdmicas das folhas de L. pinaster, estas apresentam
caracteres xeromorficos como: cuticula grossa, folhas hipoestomaticas, e alta concentracao de
tricomas tectores, estando estes, presentes tanto em folhas jovens quanto nas folhas adultas. Os
tricomas tectores podem ser ramificados, podendo ser encontrados em ambas as faces foliares
apresentando distribuigdo aleatoria sobre a superficie foliar. A sua epiderme € uniestratificada,
com mesofilo compactado dorsiventralmente e feixes vasculares colaterais, na face adaxial a
epiderme apresenta células volumosas e quadrangulares cobertas por uma cuticula espessa, na
face abaxial, as células da epiderme sdo achatadas e menos volumosas com cuticula delgada
(ISOBE, 2012).

Quanto aos tricomas glandulares presentes nas folhas de L. pinaster, estes sdo
bisseriados, compostos por 10 células, sendo duas basais, seis no peddnculo e duas formando a
cabeca secretora com cuticula delgada. Dependendo do estadio de desenvolvimento da folha,
os tricomas glandulares apresentam em seus diferentes estadios, variagdes em sua funcéo
secretora. Em folhas jovens, na face adaxial, estes tricomas apresentam-se totalmente
desenvolvidos, ativos em secrecdo e com cuticula distendida, na face abaxial estes s&o menores
e aparentam estarem em fase inicial do desenvolvimento. Nas folhas adultas, os tricomas
glandulares presentes na face abaxial exibem atividade secretora, sendo que estes na face
adaxial, apresentam cuticula rompida, o que indica o fim da atividade secretora (ISOBE, 2012).

Isobe (2012), desenvolveu um estudo até entdo mais bem detalhado sobre aspectos
anatdmicos de L. pinaster, destacando os caracteres de folhas com desenvolvimento completo,

folhas jovens e os tipos de indumento encontrados na superficie foliar desta espécie.
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Aspectos anatdmicos/histolégicos como os tipos de tricomas, sua presenca ou auséncia
bem como suas formas e tamanhos, a ocorréncia, a posi¢cdo e organizacdo das células
epidérmicas, nervuras e suas orientacoes, os tipos de estdbmatos e diversas outras caracteristicas
da anatomia foliar, sdo importantes na identificacdo e separacéo de espécies no geral (SILVA
et al., 2005; ISOBE, 2012).

Estes aspectos e caracteristicas anatbmicas sdo particulares, especialmente em L.
pinaster que tem como espécie similar L. ericoides, as duas espécies compartilham
caracteristicas morfoldgicas que se sobrepdem o que torna a separacao das mesmas, uma tarefa
dificil (SEMIR, 1991; SEMIR et al., 2011). Analisando algumas caracteristicas da anatomia
foliar de L. ericoides e L. pinaster, Athayde et al. (2019), apresentaram uma série de fatores
anatdmicos que distinguem de forma clara estas duas espécies. Apesar de L. pinaster e L.
ericoides apresentarem semelhancas quanto ao contorno da nervura média e a conformacéo do
sistema vascular, as duas espécies se diferenciam pela presenca de esclereides distribuidas por
todo parénquima da nervura média em L. ericoides, estando estas, ausentes em L. pinaster
(ATHAYDE et al., 2019).

Em termos de separacao entre as espécies L. pinaster e L. ericoides, a forma da folha é
distinta para as duas espécies, podendo ser observadas dimensfes maiores e margens menos
flexionadas para a face abaxial em L. ericoides, sendo que em L. pinaster as folhas apresentam
dimensGes menores com margem muito revolutas (SEMIR et al., 2011; ATHAYDE et al.,
2019). Lusa et al. (2018) estudando a evolucao da diversidade estrutural de caules e folhas de
diversos representantes da subtribo Lychnophorinae, destacaram as diversas caracteristicas
anatdmicas das folhas de representantes do clado Lychnophora sensu stricto, observando que
para a maioria das espécies deste clado, observa-se a presenca de criptas na face abaxial das
folhas sendo que estas criptas, ndo sdo observadas em L. pinaster (LUSA et al., 2018).

O padréo de folha em relacdo a distribuicdo dos estdbmatos em L. pinaster é considerado
como hipoestomatica (SEMIR, 1991; LUQUE et al., 1999; ISOBE, 2012; ATHAYDE et al.,
2019). Os estdbmatos presentes na face abaxial das folhas de L. pinaster sdo projetados acima
das demais células epidérmicas (ISOBE, 2012), diferente do observado em outras espécies do
género, como em L. ericoides onde os estdbmatos sdo observados no interior de criptas na face
abaxial das folhas (ATHAYDE et al., 2019).

Tanto as caracteristicas morfolégicas quanto as caracteristicas anatdbmicas podem
apresentar importantes marcadores que auxiliam no estudo dos diversos tdxons. Em L. pinaster
estas caracteristicas refletem o comportamento dos diversos individuos desta espécie
distribuidos em populagdes ocorrentes em areas de campos rupestres em Minas Gerais, 0S

caracteres xeromorficos até entdo descritos para L. pinaster (SEMIR, 1991; LUQUE et al.,
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1999; ISOBE, 2012; ATHAYDE et al., 2018), devem futuramente auxiliar na caracterizagao
dos representantes de L. pinaster de diversas populacfes distribuidas nas regibes Norte,

metropolitana de Belo Horizonte e Campos das Vertentes do estado de Minas Gerais.

3. Aspectos Fitoquimicos de Lychnophora pinaster Mart.

Muitas plantas do Cerrado tém sido utilizadas historicamente pelos povos que habitam
as regides cobertas por este bioma. No Brasil, 0 Cerrado cobre uma area aproximada de 2
milhdes de Km?, apresentando uma rica diversidade de espécies com importancia cultural,
econdmica e medicinal, sendo um hotspot mundial com biodiversidade excepcional, possuindo
diversas espécies endémicas ameacadas de extin¢do, merecendo assim, atencdo prioritaria para
programas e projetos de conservacdao (MELO Jr et al., 2012; STRASSBURG et al., 2017,
MARQUES, 2020).

Dentre algumas espécies ameacadas ou vulnerdvel a extin¢do ocorrente nos campos
rupestres e Cerrado no estado de Minas Gerais, encontra-se Lychnophora pinaster espécie
endémica desta fitofisionomia, sendo esta, muito utilizada na medicina popular de forma
insustentavel, sofrendo extincdo de diversas populacbes naturais ao longo do tempo e
atualmente, apresentando populacdes remanescentes reduzidas, 0 que torna a espécie,
vulneravel a extingdo (COPAN, 1997; SEMIR et al., 2011; SILVA, 2016).

Lychnophora pinaster € uma planta medicinal intensamente utilizada como agente anti-
inflamatdrio, analgésico e cicatrizante, aplicados contra pancadas, torcdes, contusoes,
hematomas ou picadas de insetos (HABER et al., 2009; MARQUES, 2020), o que justifica a
existéncia de estudos que comprovem o seu uso medicinal tradicional e possivel potencial como
agente quimioprofilatico (FERRAZ-FILHA et al., 2012; ABREU et al., 2013; MARQUES,
2020).

Nos ultimos anos, alguns estudos tém abordado algumas caracteristicas do perfil
quimico da espécie L. pinaster, principalmente relacionado aos 6leos essenciais de diversos
individuos pertencentes as populacOes desta espécie nas Regides Sul (Campos das Vertentes),
Sudeste (Regido Metropolitana de Belo Horizonte) e Norte (Diamantina, Grdo Mogol e Olhos
D’Agua) do estado de Minas Gerais (SEMIR, 1991; SEMIR et al., 2011).

Neste contexto, Haber (2008) mapeando os perfis quimicos dos 0Oleos essenciais de
quatro populagdes de L. pinaster ocorrentes no sul de Minas Gerais, Isobe (2012) e Silva (2013),
avaliando a influéncia da sazonalidade na composicdo quimica dos 6leos essenciais de
populacOes naturais de L. pinaster ocorrentes nos municipios de Lavras, Itumirim, Carrancas e

Ingai no sul do estado de Minas Gerais e Silva (2016), analisando os 6leos essenciais de trés
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populagdes, duas em Carrancas no sul de Minas Gerais e uma em Itabirito no sudeste do estado,
relataram a presenca de algumas substancias componentes do 6leo essencial em L. pinaster.

Nos estudos conduzidos por Haber (2008), foram encontradas como substancias
majoritarias componentes dos 6leos essenciais de popula¢bes naturais de L. pinaster o (E)-
cinamato de metila para as popula¢es Pogo Bonito, Estrada Real e Estrada Real | (entre 61%
e 82% do o6leo essencial nestas populagdes) e o cedr-8(15)-en-9-a-ol cerca de 25,2% do 6leo
essencial para a populagdo Antena (MARQUES, 2020).

Conduzindo novo estudo com 0s mesmos geno6tipos das populagdes naturais por meio
de propagacdo vegetativa, individuos foram cultivados em Botucatu-SP, onde Haber (2008),
avaliou os 6leos essenciais dessas populacdes em trés estacdes do ano (inverno, verdo e outono),
obtendo o seguinte resultado (a composicdo quimica das trés populacbes Po¢o Bonito, Estrada
Real e Estrada Real I, se mantiveram com o (E)-cinamato de metila como sendo a substancia
majoritaria componente do Oleo essencial destas populacfes cultivadas de L. pinaster)
(HABER, 2008).

No mesmo estudo foi observado uma significativa mudanca na composicédo quimica do
oleo essencial dos individuos da populacdo Antena, onde na populacéo natural, o cedr-8(15)-
en-9-a-ol era a substancia majoritaria, sendo observado para a populacédo cultivada, a presenca
da substéncia (E)-cinamato de metila como substancia majoritaria (MARQUES, 2020).

Tanto nos estudos conduzidos por Isobe (2012), quanto nos estudos desenvolvidos por
Silva (2013), as substancias majoritarias presentes nos 6leos esséncias das quatro populacdes
de L. pinater (Lavras, Itumirim, Carrancas e Ingai), foram o (E)-cinamato de metila com
variagdo entre 57% e 80%, e o (E)-cariofileno variando entre 3% e 18% independente do
periodo do ano, sendo observado que, os 6leos essenciais dos individuos apresentaram
divergéncia na composi¢ao quimica entre e dentro das populacdes (MARQUES, 2020).

Silva (2016), ao analisar os dleos essenciais de trés populacbes de L. pinaster, duas (em
Carrancas Sul do estado de Minas Gerais) e uma (em Itabirito no sudeste de Minas Gerais),
encontrou resultado similar aos resultados obtidos por Isobe (2012) e Silva (2013), onde o (E)-
cinamato de metila foi a substdncia majoritaria presente nos 0Oleos essenciais das duas
populacbes analisadas (em Carrancas), estando esta substancia, ausente na populacdo de
Itabirito (no sudeste do estado de Minas Gerais), ocorrendo nesta populagédo a predominancia
de sesquiterpenos (SILVA, 2013; MARQUES, 2020).

Em estudos recentes, Marques (2020), avaliou a composi¢do quimica dos o6leos
essenciais de seis populacdes de L. pinaster ocorrentes nas Regides Norte e Metropolitana de
Belo Horizonte no estado de Minas Gerais, sendo que a composi¢do quimica dos 6leos

essenciais apresentaram divergéncia em fungéo das populagdes, para as populagdes ocorrentes
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na Regido Norte, as substancias majoritarias componentes dos 6leos essenciais de L. pinaster,
foram o a-pineno (cerca de 12%) para a populacdo de Grdo Mogol (GM), o 14-acetoxi-a-
humuleno (cerca de 21,9%) para a populacdo de Diamantina (DIMa), o 14-hidroxi-4,5-dehidro-
cariofileno e esquamulosona (cerca de 9,13% e 8,30% respectivamente) para a populacédo de
Olhos D’Agua (OD) (MARQUES, 2020; PORTELLA, 2021).

Para as populacbes ocorrentes na Regido Metropolitana de Belo Horizonte, Marques
(2020), obteve como resultados, a ocorréncia das substancias majoritaria como componentes
dos 6leos essenciais de L. pinaster, o 1,7-diepi-a-cedrenal (6,46%) e (Z)-nerolidol (12,60%) na
populacdo Caeté/Rio Acima (CTRA), para Serra da Moeda, dois sesquiterpenos (1 e 7), sendo
este ultimo, componente exclusivo desta populacao, e para a populacdo de Nova Lima/Serra da
Calcada (NLSC), o 14-acetoxi-a-humuleno (cerca de 53,33%) (MARQUES, 2020).

Em estudo recente, Portella (2021), avaliou a influéncia da altitude na diversidade da
composi¢do quimica dos 6leos essenciais de oito populacdes de L. pinaster ocorrentes em duas
regides de Minas Gerais (Regido Norte e Regido Metropolitana de Belo Horizonte), onde foi
observado que em funcdo da altitude, as populacdes avaliadas apresentaram uma elevada
diversidade quimica. O autor, destaca que 0s compostos majoritarios dos 6leos essenciais das
populagdes de L. pinaster para as duas regides foram: o 14-hidroxi-a-humuleno para Gréao
Mogol (GM) e Diamantina (DI), cedr-8(15)-en-9-a-ol para Olhos D’Agua (OD) e Diamantina
(DI), 0 14-acetoxi-a-humuleno para a Serra do Rola Moga (SRM) e 0 4-0x0-15-nor-eudesman-
11-eno para a Serra da Moeda (SM) (PORTELLA, 2021).

Todos os estudos conduzidos até entdo tratando sobre a composicao quimica dos 6éleos
essenciais de individuos de diferentes populac@es de L. pinaster ocorrentes nas Regides Norte,
Metropolitana de Belo Horizonte e em Campo das Vertentes (Sul) do estado de Minas Gerais,
tem apontado para uma significativa divergéncia na composicdo quimica majoritéaria dos 6leos
essenciais das diferentes populacGes de L. pinaster (HABER, 2009; REIS et al., 2010; ISOBE,
2012; SILVA, 2013; RESENDE, 2013; MARQUES, 2020; PORTELLA, 2021).

Diante das pesquisas realizadas anteriormente, as evidéncias apontam para uma
composi¢do quimica dos 6leos essenciais de populagfes de L. pinaster, onde dois perfis
quimicos despontam como possiveis varidveis entre as populagdes e as regides onde estas se
localizam, nos estudos desenvolvidos com populacgdes de L. pinaster ocorrentes na regido de
Campo das Vertentes em Minas Gerais (HABER, 2009; REIS et al., 2010; ISOBE, 2012,
SILVA, 2013; RESENDE, 2013), ficou clara a predominancia e abundancia de compostos da
classe dos fenilpropandides como componentes majoritarios dos Oleos essenciais das
populacdes de L. pinaster desta regido, tendo o trans-cinamato de metila e o trans -cariofileno,

como substéncias dominantes na composicao dos 6leos essenciais (MARQUES, 2020).
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Para as populacfes de L. pinaster ocorrentes nas regides Norte de Minas Gerais e regido
Metropolitana de Belo Horizonte, observou-se uma variedade de compostos pertencentes a
classe dos sesquiterpenos, onde os estudos realizados por Marques (2020) e Portella (2021),
utilizando individuos de populagfes ocorrentes nestas duas regides de Minas Gerais, apontaram
para uma variada composi¢do quimica dos 6leos essenciais das populagdes destas regides.

No estudo realizado por Marques (2020), as substancias majoritarias componentes dos
Oleos essenciais de L. pinaster para as populac6es ocorrentes na Regido Norte foram o a-pineno,
0 14-acetoxi-a-humuleno, o 14-hidroxi-4,5-dehidro-cariofileno e esquamulosona, e para as
populagdes da Regido Metropolitana de Belo Horizonte, o 1,7-diepi-a-cedrenal e (Z)-nerolidol,
dois sesquiterpenos (1 e 7), e 0 14-acetoxi-a-humuleno.

Para as populacGes das mesmas regifes de Minas Gerais, Portella (2021) relatou a
ocorréncia do 14-hidroxi-a-humuleno e o cedr-8(15)-en-9-a-ol, 0 14-acetoxi-a-humuleno e o
4-0x0-15-nor-eudesman-11-eno (MARQUES, 2020; PORTELLA, 2021).

Os aspectos quimicos de L. pinaster tem despertado cada vez mais o interesse no campo
da pesquisa envolvendo a area farmacéutica e industrial (LEITE et al., 2007; SILVA et al.,
2012; PINHEIRO et al., 2015; SILVA, 2016; MARQUES, 2020). Com a confirmacdo da
grande variedade e divergéncia na composi¢do quimica das populacdes de L. pinaster estudadas
até entdo (MARQUES, 2020; PORTELLA, 2021), investigacfes buscam testar e comprovar,
as interacdes e eficacia das diversas substancias componentes dos 6leos essenciais desta espécie
endémica em determinadas situacdes, buscando futuramente, viabilizar a sua aplicabilidade
para fins terapéuticos como anti-inflamatorios e antimicrobianos, ou industriais na producao de
cosmeéticos, produtos de limpeza, produtos para higiene pessoal, ou na industria alimenticia
(FERREIRA, 2010; SILVA, 2016; MARQUES, 2020).

4. Atividade Bioldgica de Lychnophora pinaster Mart.

Historicamente diversas espécies do género Lychnophora (Arnica brasileira) séo
utilizadas na medicina popular tradicional por povos que vivem nos entornos dos campos
rupestres no Cerrado brasileiro. No Brasil, as espécies L. ericoides e L. pinaster sdo as espécies
de Lychnophora mais utilizadas no tratamento de dores, inflamagdes, feridas e reumatismos
devido a semelhancas destas espécies com a especie europeia (Arnica montana L.) que tem
potencial medicinal reconhecido na Europa (CERQUEIRA et al., 1987; SEMIR et al., 2011;
CHAVES et al., 2015; BERNARDES et al., 2021).

Pelo seu conhecido potencial medicinal, a especie L. pinaster tem sido alvo de varios
estudos e pesquisas que buscam testar a eficAcia dos diversos extratos de individuos de

populagdes ocorrentes na Serra do Espinhaco em Minas Gerais (SEMIR et al., 2011).
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Devido a uma grande variabilidade em sua composi¢do quimica, L. pinaster apresenta
diversos compostos quimicos com acdo biolégica. Em muitos bioensaios realizados com
extratos das partes aéreas de L. pinaster, ficou comprovada a sua acéo tripanocida eficaz contra
cepas Y tripomastigotas de Triponosoma crizi (CHIARI et al., 1996; SILVA, 2016). Em
estudos anteriores, foi constatada a acéo tripanocida da substancia 15-deoxi-goiasensolido uma
lactona sesquiterpénica (CHIARI et al., 1991; DUARTE et al., 1993).

A eliminacdo de até 100% de cepas Y de T. cruzi, também foi observada em
experimentos onde foram utilizados extratos aquosos liofilizados de partes aéreas de L.
pinaster, sendo identificados os compostos fenolicos, acido caféico, &cido isoclorogénico,
vitexina, isovitexina e quercetina (SILVEIRA et al., 2005a; SILVA, 2016). Em extratos
hexanicos das partes aéreas de L. pinaster, foi identificada pela primeira vez, um composto
relacionado ao cariofileno, o acido lychnophoico, mais tarde reclassificado como &cido E-
lychnoférico, também testado contra formas tripomastigotas de T. cruzi com 100% de eficécia
(OLIVEIRA et al., 1996; ALCANTARA et al., 2005; SILVEIRA et al., 2005b).

Outros extratos de L. pinaster, como o extrato hexanico/diclorometanico obtido de suas
folhas, de onde foi isolada a a-amirina um triterpeno pentaciclico, que juntamente com extratos
apolares de folhas e caules da espécie, apresentaram atividade antibacteriana contra
Staphylococcus aureus (ABREU et al., 2011; SILVA, 2016).

Os extratos de partes aéreas de L. pinaster ainda foram testados tendo comprovadas as
suas acOes anti-inflamatoria e antinociceptiva (GUZZO et al., 2008). A acdo anti-inflamatoria
dos extratos e compostos isolados de L. pinaster foram investigadas por meio de aplicagdes
transdermal via fonoforese em patas de ratos com significativa degeneragdo das fibras
musculares, onde ap6s 72h da aplicacdo, o extrato hexanico exerceu moderada acdo anti-
inflamatdria, sendo que o extrato aquoso diminuiu o processo inflamatoério drasticamente no
mesmo periodo, isso comparado ao tratamento com a dexametasona, uma droga anti-
inflamatoria potente (GUZZO et al., 1996; CUPOLILO et al., 2007; ABREU et al., 2013).

Em outros ensaios com o mesmo intuito de testar a atividade anti-inflamatoria de
extratos da espécie, compostos como o flavondide quercitina, o triterpeno lupeol, a mistura
entre a-amirina e lupeol, a mistura entre os esteroides estigmasterol e sitosterol, isolados dos
extratos hexanico de L. pinaster, foram testados, justificando assim, o uso medicinal tradicional
da espécie (SILVA, 2016).

Em estudo conduzido por Ferreira (2010), onde foi avaliada a sua atividade anti-
inflamatdria e analgeésica a partir de extratos da espécie coletada em areas de campos rupestres
em Nova Lima (Minas Gerais), foi evidenciada a presenca de fenilpropandides, terpendides,

flovondides, antraquinonas e saponinas, sendo que neste mesmo estudo, os resultados obtidos
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por meio de testes farmacoldgicos em camundongos, apontaram para um efeito anti-
inflamatdrio e sedacdo sem prejuizo motor, sugerindo que, com mais estudos, 0s extratos de L.
pinaster podem ser alternativos para insumos na producdo de medicamentos (MARQUES,
2020).

Ainda, investigando a atividade anti-inflamatoria dos extratos de L. pinaster, Pinheiro
(2010), evidenciou atividade anti-inflamatdria a partir de preparados de emulgel com 2% e 5%
de extrato de L. pinaster, sendo esta atividade anti-inflamatdria, superior se comparado ao
medicamento Cataflam, sugerindo que a formulagéo de 2% de concentragéo, poderia vir a ser
pelo seu baixo custo e eficiéncia, produzida em escala industrial (MARQUES, 2020).

Outros compostos relacionados a L. pinaster, foram estudados por Bernardes et al.
(2019) e Bernardes et al. (2021) em pesquisas que tentaram demonstrar os efeitos das lactonas
sesquiterpénicas sobre as inflamacGes causadas pela artrite (BERNARDES et al., 2021).

Em seu primeiro estudo, Bernardes et al. (2019), observaram que todas as lactonas
sesquiterpénicas avaliadas, isoladas de extratos Etandlico e Cloroférmico de Lychnophora
trichocarpa Spreng, (Sindnimo para L. pinaster) e de Lychnophora passerina (Mart. Ex DC.)
Gardner, apresentaram atividade anti-hiperuricémica em doses de 5 e 10 mg/kg, as substancias
Goiazensolida e Licnofolida nas doses de 10 mg/kg e Eremantolido C nas doses de 5 e 10
mg/kg, apresentaram uma inibi¢do notavel da atividade oxidante da xantina hepética e efeito
uricosurico, sendo possiveis agentes futuros no tratamento da hiperuricemia e gota
(BERNARDES et al., 2019).

Bernardes et al. (2021), ainda estudando os efeitos das lactonas sesquiterpénicas
Licnofolida e Eremantolida C isoladas de L. trichocarpa (um sinbnimo de L. pinaster), testaram
os efeitos destes compostos sobre artrite induzida por cristais MSU em camundongos C57BLS6,
observando que, ambas as substancias testadas exerceram efeito anti-inflamatério inibitério
quanto a migracao de neutréfilos e a producdo de NTF-a, concluindo que esses compostos
também apresentaram atividade antinociceptiva e antioxidante (BERNARDES et al., 2021).

Barros et al. (2021), também avaliaram os efeitos do extrato etanolico de L. pinaster na
inflamacéo e dor causada pela gota aguda, destacando a a¢éo dos seus principais componentes
em artrite induzida em camundongos por injecdo de cristais de MSU monossodico (MSU),
concluindo que o extrato etanolico de L. pinaster e seus principais componentes quimicos,
inibiram a migracéo de neutrofilos, reduzindo as concentragdes de IL-1B e TNF-a, apontando
para um efeito sinérgico de terpenos, flavonoides e acidos fendlicos presentes no extrato, o que
poderia apoiar, 0 seu uso, no tratamento de gota, inflamacées e dor (BARROS et al., 2021).

Os extratos etanolicos de L. pinaster, ainda foram testados por Ferreira et al. (2014).

Neste foram avaliados a toxicidade e seguranca do uso do extrato da espécie utilizando
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camundongos suicos (machos e fémeas), sendo a toxicidade aguda do extrato etanol bruto,
avaliada a partir da administracdo do extrato via oral em doses Unicas de 125, 250 e 500 mg/kg,
avaliando-se o0s seus efeitos sobre a atividade locomotora espontanea, comportamento
exploratorio, forgca muscular, peso corporal, consumo de alimentos e &gua, peso relativo do
o0rgdo, histologia, parametros hematoldgicos e bioquimicos, sendo observado que, as trés doses
administradas nao causaram danos ao ténus muscular (MARQUES, 2020).

Porém, nos testes realizados neste mesmo estudo, foi observado que para as doses de
250 e 500 mg/kg, ocorreu inibicdo significativa para a locomogdo espontanea e o
comportamento exploratério dos animais. Em testes de campo aberto, os autores, ainda
observaram que, ndo houve alteracBes nos parametros hematoldgicos, consumo de agua e
alimentos, na variacdo de peso corporal e peso relativo dos 6rgdos. No entanto, foram
observadas alteragdes nos parametros bioquimicos, e a avaliacdo histopatoldégica mostrou que
ocorreu alteragdes celulares, como degeneracdo vacuolar, inflamacéo dos rins e figado para
todas as doses (FERREIRA et al., 2014).

As atividades anti-inflamatdria e anti-hiperuricémica dos extratos etanolicos de L.
pinaster foram estudadas por Miiller et al. (2019). Neste estudo foi avaliado os efeitos dos seus
componentes quimicos sobre a inflamacdo e a hiperuricemia tendo como resultados
comprovados, a atividade anti-inflamatoria e anti-hiperuricémica exercida pelos acidos E-
lichnoforico, clorogenico, cinamico e cafeico, e pela rutina e lupeol compostos presentes nos
extratos etanolicos, concluindo que os extratos etanolicos de L. pinaster e seus componentes
quimicos, podem ser promissores agentes na terapia contra inflamac@es, hiperuricemia e gota
(MULLER et al., 2019).

Lychnophora pinaster apresenta grande polimorfismo distribuido pelas populagdes
dessa espécie ao longa da Cadeia do Espinhaco em Minas Gerais (SEMIR et al., 2011). Muitos
estudos tém abordado aspectos da composicao quimica e as possiveis atividades bioldgicas de
extratos e 6leos essenciais de diversos representantes da espécie nas diferentes regides do estado
(Minas Gerais), onde alguns autores tem utilizado de forma equivocada o sinénimo de L.
pinaster (L. trichocarpa) um nome legitimo, mas incorreto para se referir a espécie aceita
atualmente.

Nos estudos desenvolvidos por Souza et al. (2012); Ferrari et al. (2013); Bernardes et
al. (2019); Caldeira et al. (2019); Caldeira et al. (2021) e Bernardes et al. (2021), todos se
referindo as atividades anti-inflamatdrias de compostos presentes no sindbnimo de L. pinaster
(L. trichocarpa), estes autores vem considerando L. trichocarpa como uma espécie valida de

forma incorreta. Isso reflete uma das grandes dificuldades na determinagdo correta de L.
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pinaster em relacdo a sua diferenciacdo das espécies consideradas irmds dentro do género
Lychnophora.

A composicao quimica dos individuos bem como os tipos e classes de compostos, suas
possiveis atividades bioldgicas e potenciais aplicabilidades futuras na industria farmacéutica,
sdo importantes incrementos ao conhecimento sobre a importancia de L. pinaster, suas
caracteristicas quimicas aplicadas para a sua diferenciacdo de outras espécies do género
Lychnophora, poderdo futuramente, evitar novos equivocos quanto a utilizacdo da espécie
correta, quer seja em estudos cientificos, ou até mesmo no seu uso medicinal tradicional. Um
estudo que caracterize possiveis marcadores quimicos que auxilie na identificacdo inequivoca
de L. pinaster e suas populaces, e evidencie suas similaridades e divergéncias quimicas, ainda
se faz necessario, uma vez que, 0 emprego de marcadores quimicos com valor
quimiotaxondmico vem sendo aplicado dentro da familia Asteraceae como o uso de lactonas
sesquiterpénicas e alcaloides (COSTA, 1999; TRIGO, 1999).

Notar a presenca de substancias quimicas e as empregar como marcadores possiveis
para a caracterizacdo de espécies e populacBes, pode favorecer e acrescentar ainda mais
conhecimentos sobre a taxonomia de diversos tdxons. Algumas vezes, quase todos 0s membros
de um mesmo grupo, compartilham um padrdo quimico (VALLADAO, 2011). Em alguns
casos, estas substancias podem ser mais especificas como a colchicina em Gloriosa superba L.
(MISRA et al., 2020) ou os triterpenos friedelina e B-friedelinol em espécies do género
Maytenus Molina. (ALBERTON, 2002, VALLADAO, 2011).

Para L. pinaster isso ndo seria diferente, suas diversas populacdes até entdo estudadas,
aparentemente apresentam uma grande diversidade quimica quanto a composicdo dos 6leos
essenciais (MARQUES, 2020; PORTELLA, 2021). Assim, hipoteticamente grupos de
substancias quimicas compartilhadas entre os individuos das populagdes de L. pinaster poderia
ser aplicadas como marcadores quimiotaxondmicos para expressar relagdes taxondmicas entre
as populacbes e entre os individuos destas populacdes distribuidas pelas regides Norte,

Metropolitana de Belo Horizonte e Campos das Vertentes (Sul) de Minas Gerais.

5. Estrutura populacional, diversidade genética e quimica de Lychnophora pinaster Mart.

Estudos tratando sobre caracteristicas genéticas envolvendo L. pinaster sdo escassos.
Pouco se sabe sobre os aspectos genéticos dos individuos que compdem populagdes nativas
desta espécie, que em seu ambiente de ocorréncia, sofre serios riscos de extin¢cdo. De modo
geral, até o presente momento foram realizados apenas cinco estudos que abordam
representantes de L. pinaster e alguns de seus aspectos e relacionamentos genéticos com as suas

caracteristicas quimicas dentro de populacdes da espécie ocorrentes em trés regides do estado
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de Minas Gerais (HABER et al., 2009; VIEIRA, 2012; SILVA, 2016; MARQUES, 2020;
PORTELLA, 2021).

Os marcadores moleculares como ferramentas Uteis para estudos genéticos, marcam
uma nova era no campo investigativo da gendmica. Estes marcadores baseados em DNA, sdo
amplamente utilizados nos mais diversos campos como em fisiologia taxondmica, embriologia,
engenharia genética e outros (MARQUES, 2020). Marcadores moleculares expressam
diferencas a nivel molecular seja para 0 DNA ou proteinas. Estes sdo tipicamente definidos
como um segmento particular de DNA que representa diferengas nas analises genémicas
(DHUTMAL et al., 2018; MARQUES, 2020).

Com a caracterizagdo e descricdo da técnica de Reacdo de Polimerizagdo em Cadeia —
PCR (Polymerase Chain Reaction) por Kary Mullis na década de 80, surgiram diversos estudos
com marcadores de DNA como AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), CAPS
(Cleaved Amplified Polymophic Sequence) ou PCR-RFLP, ISSR (Inter Simple Sequence
Repeats), RAPD (Randon Amplified Polymorphic DNA), SCAR (Sequence Characterized
Amplified Regions), SSR (Simple Sequence Repeats), STS (Sequence Tagged Sites), SSCP
(Singe-Strand Conformation Polymorphism), PCR-sequencing dentre muitos outros,
contribuindo de forma decisiva para os avangos nas areas de pesquisa envolvendo aspectos
genéticos (COUTINHO et al., 2006; SILVA, 2016).

Para L. pinaster em especifico, estudos envolvendo populaces das regiGes Norte,
Sudeste (regido metropolitana de Belo Horizonte) e Sul (Campos das Vertentes), foram
desenvolvidos a partir de 2004 pelo grupo de pesquisadores do Instituto Agronémico — IAC
com o objetivo de investigar a composicao quimica e diversidade populacional de populaces
naturais desta espécie (SILVA, 2016).

Para tanto, o grupo de pesquisa iniciou as atividades desenvolvendo e caracterizando
marcadores SSR para populacdes de L. pinaster ocorrentes no Sul do estado de Minas Gerais.
Haber et al. (2009) apresentaram um primeiro estudo com o desenvolvimento e caracterizagdo
de 13 marcadores microssatélites polimdrficos utilizados para analisar 37 individuos de L.
pinaster distribuidos em duas populagdes nativas do sul de Minas Gerais gerando um total de
6,6 alelos por l6cus polimérfico (HABER et al., 2009; SILVA, 2016).

Populacdes de L. pinaster vem sofrendo intensa pressdo antrépica, quer seja pelo
extrativismo sem controle ou plano de manejo ou pela destruicdo das areas de ocorréncia de
populacbes da espécie com a implementacdo de empreendimentos da indUstria mineradora no
estado de Minas Gerais. A utilizagdo de marcadores moleculares pode auxiliar no entendimento
do funcionamento e comportamento de espécies ameacadas que se encontram em areas com

habitats fragmentados reunidas em pequenas populagdes isoladas, como populacGes de L.
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pinaster. Neste contexto, estudos tratando sobre suas caracteristicas genéticas podem
representar papel fundamental na conservacéo e preservacao desta, e de outras espécies (LEE
et al., 2018; MARQUES, 2020).

Com o intuito de propor futuramente o desenvolvimento de programas de conservagéo
e planos de manejo e uso medicinal de L. pinaster distribuidas nas diversas populacbes da
espeécie ja estudadas nas trés regides (Norte, Sudeste e Sul) de Minas Gerais, estudos como o
desenvolvido por Vieira (2012) com a investigacdo da diversidade genética e composicao
quimica dos 0Oleos essenciais de Lychnophora ericoides Mart. e L. pinaster, acrescentaram uma
visdo mais clara sobre a diversidade genética de duas populacdes de L. pinaster ocorrentes na
regido norte de Minas Gerais (Olhos D’ Agua e Diamantina).

Neste estudo, Vieira (2012) utilizando analise de marcadores microssatélites, verificou
que as populacdes de L. pinaster distribuidas pela regido norte de Minas Gerais apresentaram
um valor médio de heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He) de 0.222 e 0.307
respectivamente com uma variabilidade genética considerada baixa entre as populacdes com
coeficiente de endogamia de (Fst = 0.014) se comparado a L. ericoides que apresentou um
coeficiente de endogamia de (Fst = 0.370) maior entre as populages.

Progredindo nos estudos e andlises da diversidade genética e quimica de populacdes de
L. pinaster, Silva (2016) amplia o foco investigativo para a espécie caracterizando os padrdes
de diversidade genética e estrutura populacional de sete populacdes de L. pinaster das regides
sul e sudeste de Minas Gerais, onde treze I6cus microssatélite anteriormente descritos por Haber
et al. (2009) foram analisados.

Para este estudo, Silva (2016) utilizou a analise de oito lécus que apresentaram
polimorfismo, tendo como resultados significativos, a analise dos oito 16cus SSR com um total
de 81 alelos gerados para 186 individuos estudados. Em seus resultados apos andlises de
genética populacional, Silva (2016) encontrou uma média de 5.00+0.24 de alelos préxima a
5.82, média encontrada por Haber et al. (2009) para populacées nativas do sul de Minas Gerais,
observando ainda, a existéncia de endogamia expressa pela heterozigosidade média esperada
(He = 0.565) maior que a heterozigosidade média observado (Ho = 0.425).

Partindo de pesquisas e investigacdes que visam principalmente criar condi¢des que
poderdo futuramente subsidiar novas possibilidades de conhecimento sobre a genética de
populacbes nativas, como é o caso das populagdes de L. pinaster, o objetivo é presar pela
conservacao e pelo manejo e utilizagdo dos recursos genéticos vegetais. Neste caso, € necessario
se observar aspectos fundamentais como o conhecimento sobre as bases moleculares que regem
os mais diversos fendmenos biologicos dentro e entre estas populacdes nativas, sendo 0s

marcadores moleculares, cruciais nestes processos (MONDINI et al., 2009; SILVA, 2016).
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Neste aspecto, ampliando e fornecendo um acréscimo substancial aos conhecimentos
anteriormente agregados as caracteristicas genéticas de diversos representantes de L. pinaster
componentes de populac¢des ocorrentes em Minas Gerais, estudos atuais como os desenvolvidos
por Marques (2020) e Portella (2021), investigando os marcadores SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms), contribuiram para o entendimento do comportamento e dindmica das
populacdes de L. pinaster das regies norte, sudeste e sul do estado de Minas Gerais.

Partido destes estudos, na atualidade sabe-se que as distancias genéticas encontradas
entre as populagdes até entéo estudadas, sofrem influéncia direta da distancia geogréafica e da
endogamia dentro das populagdes contribuindo para o aumento desta distancia (MARQUES,
2020). A anélise do comportamento destas populac@es de L. pinaster utilizando os SNPs, ainda
revelaram que as populacdes se mostraram estruturadas ndo apresentando padrdes de
agrupamento em fungéo das regides (MARQUES, 2020).

Esse grupo de populagdes de L. pinaster apresentam uma segregacao espacial alélica,
muito provavelmente determinada pelas serras do estado de Minas Gerais, sendo as faixas de
altitudes determinantes para a diversidade genética destas populacBes de L. pinaster
(PORTELLA, 2021).

Diante dos imensos esforcos empregados pelo grupo de pesquisadores do Instituto
Agronémico de Campinas e colaboradores, desde 2004 a quase 20 anos atras, muito se pode
entender sobre a diversidade genética e aspectos quimicos de L. pinaster, sobre seu status de
conservacao e distribuicdo de suas populacdes ao longo da Serra do Espinhaco, nas regifes
norte, sudeste e sul do estado de Minas Gerais, conhecimentos estes, essenciais para 0
desenvolvimento de novas estratégias que fomentem pesquisas e programas para a conservagao

das populacdes naturais de L. pinaster.

6. DNA Repetitivo - DNA satélite

O DNA satélite (satDNA) compde uma das partes mais fascinantes das porcGes
repetitivas do genoma de organismos eucariontes (GARRIDO-RAMOQOS, 2017). Com a
descoberta do DNA tandem com alto grau repetitivo, desde a década de 1960, diversos trabalhos
tém abordado de forma extensa, inUmeros temas ligados a estrutura, organizacdo, funcéo e
evolucéo das sequéncias repetitivas do DNA (GARRIDO-RAMOS, 2017).

O genoma dos eucariotos é tipicamente composto por uma diversidade de classes de
sequéncias repetitivas de DNA dispersas, principalmente transposons e retrotransposons,
sequéncias retrotranspostas, e algumas familia de genes codificantes de proteinas, ou agrupadas

em conjunto, como RNA ribossémico, familias de genes codificantes de proteinas, satélites,
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DNA telomérico e DNA centromérico (LOPEZ-FLORES, GARRIDO-RAMOS, 2012;
BISCOTTI et al., 2015; GARRIDO-RAMOS, 2017).

As familias de DNA satélite, assim como os Elementos Transponiveis (TES),
contribuem bastante na composi¢do do genoma. Estas familias de DNA satélite se organizam
em enormes matrizes de sequéncias curtas e altamente repetitivas ndo codificadas. Ha4 muito a
se discutir sobre a distribuicdo destas familias (satDNA) entre as espécies. Sabe-se que
diferentes familias (satDNA) podem estar presentes em uma mesma espécie, por exemplo: 9
familias compondo o genoma humano, 15 familias em Pisum sativum L. e 69 familias em
Lacusta migratoria (LEVY et al., 2007; MACAS et al., 2007; MIGA, 2015; RUIZ-RUANO et
al., 2016; GARRIDO-RAMOS, 2017).

O DNA satelite pode ser encontrado em algumas espécies com predominancia de
algumas familias satDNA (MRAVINAC et al., 2005; RUIZ-RUANO et al., 2016; GARRIDO-
RAMOS, 2017). Por exemplo, a familia satDNA mais abundante dentro do genoma humano, é
a centromérica o satDNA que corresponde a mais da metade do total de contetido satDNA do
genoma humano (LANDER et al., 2001; MIGA, 2015).

Uma familia satDNA pode ser especifica de uma espécie, o que pode estar de acordo
com a visdo atualmente aceita de que estas sdo as partes evolutivas mais rapidas do genoma
(GARRIDO-RAMOS, 2017), porém, além de satDNAs especificos de uma espécie, ha familias
satDNA compartilhadas por diversas espécies relacionadas dentro de um género (BELYAYEV
et al., 2020), pelo conjunto completo de espécies que compde um género, por diversos géneros
pertencentes a uma familia, por uma familia completa, por vérias familias ou até mesmo por
uma ordem (BACHMANN et al., 1994; GARRIDO-RAMOS et al., 1998; ROBLES et al.,
2004; MARTINSEN et al., 2009; CAFASSO, CHINALI, 2014; SUJIWATTANARAT et al.,
2015).

Desde o inicio do século XXI pesquisas vinham tratando o DNA satélite com
indiferenca. Os projetos de sequenciamento de genomas ndo foram capazes de responder com
precisdo aos estudos do satDNA, e se quer as metodologias mais classicas conseguiram avancar
na realizacdo de estudos que pudessem abranger todos 0s conjuntos de sequéncias de satDNAS
de um genoma (GARRIDO-RAMOS, 2021).

Os conhecimentos sobre a dindmica dos satDNAs avancou de forma progressiva neste
ultimo século, principalmente pelo advento das novas técnicas e tecnologias analiticas
(GARRIDO-RAMOS, 2021), com a descoberta dos satDNAs e a sua natureza altamente
variavel. Muitas pesquisas buscam cada vez mais entender as suas diversas implicagfes no
genoma dos organismos eucarioticos, sabendo que estes estdo envolvidos em um conjunto de

funcbes que vao desde a organizacdo do cromossomo e emparelhamento, no metabolismo
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celular e até mesmo na modulacdo de funcBes genéticas (MESTROVIC et al., 2015;
BELYAYEV et al., 2020).

Desde 0 seu descobrimento, mais de 50 anos atrds, o DNA satélite €, atualmente,
considerado ainda uma das partes mais intrigantes e fascinantes do genoma (GARRIDO-
RAMOS, 2017). No entanto, as novas abordagens sobre todo o genoma, e as novas vantagens
para sua analise, renovaram e estimularam o interesse no desenvolvimento de novos estudos
acerca dos conhecimentos dos satDNAs (GARRIDO-RAMOS, 2021).

O DNA satélite € comumente classificado em microssatélites, minissatélites, satélites e
macrossatélites, sempre de acordo com o comprimento de suas repeticGes monoméricas
(THAKUR et al., 2021).

Os microssatélites, conhecidos como Repeticdes de Sequéncias Simples (SSRs), ou
ainda como Repetices de Tandem Curto (STR), séo repeti¢cbes curtas com (2 — 6 bp),
apresentam natureza polimorfica e estdo presentes na regido telomérica (GOMES et al., 2010;
THAKUR et al., 2021); os minissatélites sdo repeticdes monomeéricas geralmente maiores que
0s microssatélites (aproximadamente 15 bp), sendo encontrados em regides eucromaticas do
genoma de organismos vertebrados, de fungos e plantas.

Os satélites compreendem matrizes geralmente repetidas estando presentes nas regifes
centromeéricas, pericentroméricas e subtelomericas, as matrizes de satélites sdo caracterizadas
por repeticBes simples ou complexas; e 0s macrossatélites que apresentam unidades de
repeticdo monomérica muito maiores, variando em até algumas quilobases em cumprimento,
estes sdo encontrados em regiBes subteloméricas (ALEXANDROV et al.,, 2001,
KOMISSAROQV et al., 2011; DUMBOVIC et al., 2017; THAKUR et al., 2021).

O DNA satélite possui alto grau de polimorfismo por apresentar variacdes no nimero
de unidades repetitivas ocasionadas por mutacdes que envolvem diversos mecanismos. A
grande variabilidade dentro das repeticdes de DNA satélites em organismos relacionados ou
ndo, os tornam Otimos marcadores para mapeamento, caracterizacdo de genomas, correlacdo
entre genotipo-fenotipo, realizacdo de selecdo assistida por marcadores em plantas Uteis para a
agricultura, estudos de diversidade e ecologia molecular, evidenciando um melhor
entendimento sobre evolugdo e funcionamento do genoma de eucariontes (TAUTZ, RENZ,
1984; NASLUND et al., 2005; KAYSER, SCHNEIDER, 2009; BELYAYEV et al., 2020;
THAKUR et al., 2021).
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7. Marcadores SSRs e SNPs

Marcadores genéticos sao comumente descritos como diferencgas genéticas observadas
entre organismos individuais ou entre espécies (BOHAR et al., 2020). Os marcadores
moleculares ndo representam genes alvos em sua esséncia, no entanto, agem como sinais, sendo
classificados em trés tipos principais, os marcadores morfoldgicos, os marcadores bioquimicos
e os marcadores de DNA, estando esta classificacdo, baseada em variacdes alélicas causadas
por tracos fenotipicos, enzimaticos ou locais de variacdo do DNA (COLLARD et al., 2005;
BOHAR et al., 2020).

Para a utilizacdo de um sistema de marcadores moleculares eficiente, alguns critérios
sdo considerados, os marcadores devem ser altamente polimorficos, distribuidos de forma
uniforme, de preferéncia devem ser codominantes, alelo distinto, de copia Unica, econdmicos e
favoravel a automacdo (GUPTA et al., 1999; BOHAR et al., 2020).

Marcadores microssatélites (SSRs) sdo repeticdes de sequéncias simples usualmente
empregadas no estudo da genética vegetal com a utilizacdo da genotipagem de baixo e alto
rendimento (VIEIRA et al., 2016). Com os avancos tanto das técnicas, quanto das tecnologias
e metodologias envolvidas nos estudos de genética molecular, ocorreu uma generalizada
utilizacdo de marcadores moleculares codominantes, principalmente os SSRs e mais recente,
0s SNPs (VIEIRA et al., 2016).

Os microssatélites sdo referidos como repetices tandem com menos de 10 bp
distribuidas em loci espalhados pelo genoma, além disso, 0s microssatélites apresentam muitas
semelhangas com os minissatélites e os satélites em niveis gendmicos e citologicos,
apresentando uma disseminagdo intragendmica que precede agrupamentos, podendo exibir
estados agrupados ou ndo agrupados, sendo estes em sua maioria semelhantes, exceto em
comprimento repetido (RUIZ-RUANO et al., 2016; GARRIDO-RAMOS, 2017).

Marcadores microssatélites sdo muito utilizados em estudos, especialmente de genética
de populacdes vegetais por serem ferramentas extremamente eficientes (LAVOR et al., 2014;
TANAKA et al., 2014; SILVA, 2016), sendo estes ainda classificados como repeticbes mono-
, di-, tri-, tetra- e hexanucleotidicas, e dependendo do tipo de sequéncia repetitiva, podem ser:
perfeitos com sequéncias sem interrupcdes (AT)2o, imperfeitos se ocorrerem interrupcoes
ocasionadas pela presenca de diferentes nucleotideos alterando o padrdo do motivo repetitivo
(AT)12 GC(AT)s, e/ou sequéncias compostas por dois ou mais motivos in tandem (AT)7(GC)e
(WANG et al., 2009; HOSHINO et al., 2012; MIAH et al., 2013; SILVA, 2016), sendo as
repeticbes AT/TA, como motivos mais abundantes em plantas (KALIA et al., 2011).

Os microssatelites sdo encontrados tanto em organismos procariontes quanto nos

organismos eucariotos, estando amplamente difundidos por todo o genoma, principalmente na
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eucromatina de eucariontes e no DNA nuclear ou organelar nio codificante (PEREZ-JIMENEZ
etal., 2013; PHUMICHAI et al., 2015; VIEIRA et al., 2016).

Microssatélites apresentam alta variagcdo genética devido a sua alta heterozigosidade e
a presenca de alelos mdltiplos, sendo um marcador neutro com grau de polimorfismo
proporcional a taxa de mutagdo, que em termos estimativos, varia entre 102 a 10 por geracio
(ELLEGREN, 2004; MIAH et al., 2013).

Por possuirem uma alta taxa de mutacao (VIEIRA et al., 2016), estudos indicam que 0s
microssatélites poderiam comprometer a expressao génica, por isso, estes estariam localizados
com menor ocorréncia em regides genéticas, sendo que em regides de codificagdo ocorrem com
predominancia, SSRs que apresentam motivos genéticos dos tipos tri e hexanucleotideos
(ZANG et al., 2004; XU et al., 2013b; VIEIRA et al., 2016).

Microssatélites aparentemente podem surgir espontaneamente a partir de eventos de
insercdo ou delecdo que duplicam sequéncias adjacentes, formando inicialmente proto-
microssatélites ou elementos transponiveis que, podem inserir formas mais primitivas de
microssatélites em regides receptivas do genoma (ZHU et al., 2000; WILDER, HOLLOCHER,
2001; KALIA etal., 2011; SILVA, 2016).

Os SSRs tem sido os marcadores mais amplamente utilizados na genotipagem de plantas
por serem altamente informativos, codominantes, apresentarem alelos multiplos, serem
reprodutiveis experimentalmente e transferiveis entre as espécies relacionadas (MANSON,
2015; VIEIRA et al., 2016), sendo estas, Uteis para estudos de diversidade medida com base na
distancia genética; na estimativa do fluxo génico e passagem das taxas e estudos evolutivos,
inferindo sobre as relacGes genéticas infraespecificas (JONAH et al., 2011; KALIA et al.,
2011).

Os marcadores microssatélites podem ser Gteis no estudo de estruturas populacionais,
no mapeamento genético e processos evolutivos (VIEIRA et al., 2016), porém, mesmo com
uma ampla aplicabilidade dos marcadores microssatélites em estudos genéticos desde sua
descoberta na década de 1980, estudos sobre a sua importancia bioldgica ainda sdo poucos,
especialmente para plantas (MORGANTE et al., 2002; VIEIRA et al., 2016). No entanto, com
a deteccéo e descoberta de microssatélites em regides regulatorias e de transcri¢cdo do genoma,
surgiu um crescente interesse cientifico pelo descobrimento de suas possiveis funcdes
bioldgicas, e assim, publicaces vem apresentando novas evidéncias do papel desempenhado
pelos microssatélites em processos importantes tal como, regulagdo da transcrigdo e traducao,
organizacdo da cromatina, tamanho do genoma e ciclo celular (NEVO, 2001; LI et al., 2004;
GAO et al., 2013; VIEIRA et al., 2016).
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Com o avanco tecnoldgico, a ampla utilizacdo de marcadores moleculares tem
contribuido de forma significativa para o estudo aplicado nos diversos métodos de reproducao
de plantas, o que tem aumentado principalmente, o ritmo de melhorias das culturas (BOHAR
et al., 2020).

Tanto os SSRs quanto os SNPs sdo destaques em estudos que tratam SSRs e SNPs em
conjunto ou especificamente em diversos géneros vegetais como: a cevada (KOTA et al., 2001),
a mandioca (OLSEN, 2004), o milho (BLANCA et al., 2011), a abobora (YANG et al., 2011),
para arvores frutiferas citricas (GARCIA-LOR et al., 2013), para o arroz (SINGH et al., 2013;
SUMAN et al., 2021), a jujuba chinesa (CHEN et al., 2017), aamora (RUKMANGADA et al.,
2019), o mirtilo (WANG et al., 2019) e para o sorgo (BAGGETT et al., 2021), onde fica
evidenciada a importancia destes marcadores moleculares para o estudo da diversidade genética
de populacGes, melhoramento de culturas e ecologia molecular.

Segundo Bohar et al. (2020), os SNPs s&o os marcadores moleculares mais comumente
utilizados para diversas aplicacdes gendmicas atualmente, principalmente pela sua abundancia
nos genomas de todos os organismos, sendo um marcador de facil automacdo, o que leva a uma
genotipagem de baixo custo e alto rendimento (RAFALSKI, 2002; BOHAR et al., 2020).

Os SNPs sdo marcadores capazes de expressar diferencas Unicas em bases de
nucleotideos entre duas sequéncias de DNA, fornecem formas mais simples e definitivas de
marcadores moleculares, sendo sua frequéncia, na ordem de intervalo que compreende um SNP
a cada 100 — 300 pb nas plantas (KUMAR et al., 2018; MARQUES, 2020).

Os SNPs tornam-se a cada dia, um sistema de marcadores moleculares ideal, podendo
ser usados da mesma forma que outros marcadores genéticos em uma diversidade de funcoes
como o aprimoramento de culturas, analises de diversidade genética, em associacdo de
caracteristicas de marcadores ou selecdo assistida de marcadores (YANG et al., 2011). Os
marcadores SNPs apresentam uma maior frequéncia nos genomas se comparado aos
marcadores SSRs.

Yang et al. (2010) comparando estes dois sistemas de marcadores moleculares,
observaram que a 0 método de deteccdo SNP (Array-based), pode ser até 100 vezes mais rapido
que o método de deteccdo de SSRs baseado em gel, observando que o seu custo, era de 4-5
vezes menor (YANG et al., 2011).

Comparando a capacidade de SNPs e SSRs e sua contribui¢do na avaliacdo da estrutura
de populagdes, Hamblin et al. (2007) utilizando 89 SSRs e 847 SNPs, observaram que 0s SSRs
apresentaram desempenho melhor que os SNPs no agrupamento individual dentro das
populagdes, no entanto, os dois marcadores mostraram que sdo consistentes no agrupamento

quanto a estrutura de populactes (YANG et al., 2011).



41

Marcadores moleculares tem se mostrado uma ferramenta essencial para o estudo da
estrutura de populaces, diversidade genética e ecologia molecular, devido ao seu alto grau de
mutacdo. Estes sdo indispensaveis nos processos de reproducdo assistida por marcadores,
promovendo uma identificacdo precisa e rapida, sdo eficientes na caracteriza¢do, no manejo e
coleta de germoplasma de culturas, apresentam especificidade de lécus, reprodutibilidade e
ampla distribui¢do por todo genoma de diversos organismos (SINGH et al., 2013; HE et al.,
2014; NADEEM et al., 2018; WANG et al., 2019).

8. Elementos Transponiveis TEs

O genoma dos eucariotos é composto por regides de sequéncias nao codificadas, estas
em sua maioria, incluem o DNA intergénico, elementos repetitivos e introns, sendo 0s
Elementos Transponiveis — TES, componentes de uma grande parte dos elementos repetitivos
presentes no genoma de muitos eucariontes (SAHEBI et al., 2018).

Fundamentalmente os TEs sdo bem diferentes dos genes, estando estes relacionados a
sequéncias de DNA que sdo enriquecidas por modificaces de cromatina associadas ao
silenciamento transcricional (SAHEBI et al., 2018). Dentro dos genomas dos eucariontes, 0s
TEs séo as sequéncias mais repetitivas, estes sdo capazes de se mover dentro e entre 0 genoma,
gerar mutacdes, e amplificar o nimero de suas copias (MUSZEWSKA et al., 2011; ARANGO-
LOPEZ et al., 2017; OROZCO-ARIAS et al., 2019).

Desde meados do século XX, quando foram descritos pela primeira vez em milho, os
TEs, por varios anos, foram considerados como “DNA lixo” ou “parasitas gendmicos” sem
acrescentar qualquer beneficio a composi¢do do genoma dos hospedeiros, porém, descobertas
indicaram que estes podem ser benéficos, fornecendo elementos genéticos com carater
regulatério, produzindo mudancas genémicas, compondo partes especificas de regides do
genoma como a regido do centrdmero (BRUNNER et al., 2005; LIU et al., 2008;
RAVINDRAN, 2012; ZHANG, GAO, 2017; HIRSCH, SPRINGER, 2017; NEUMANN et al.,
2019; COSTA et al., 2019).

Em geral, os TEs sédo classificados de acordo com as regides que estdo envolvidas
diretamente na codificacdo e replicacdo do elemento, sendo que, os TES que movem-se através
de uma molécula de RNA (os retrotransposons), estéo classificados dentro da Classe I, enquanto
os TEs que movem-se através de uma molécula de DNA (os transposons), sdo classificados
dentro da Classe Il (WICKER et al., 2007; CHAPARRO et al., 2015; OROZCO-ARIAS et al.,
2019), dentre estes, os elementos classificados na Classe I, os retrotransposons, sao
predominantes em genomas de plantas (OLIVER et al., 2013; MHIRI et al., 2019).
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Os retrotransposons ainda séo subdivididos e classificados em quatro ordens: LTR-RT;
ndo-LTR; PLEs e DIRS de acordo com suas caracteristicas estruturais e ciclo de vida do
elemento (CASACUBERTA, GONZALEZ, 2013; OROZCO-ARIAS et al., 2019). A ordem
LTR-RT é a mais comum, podendo contribuir em 75% a 80% do tamanho do genoma da planta,
como observado na cevada, trigo e seringueira (GAO et al., 2012; RAHMAN et al., 2013;
NEUMANN et al., 2019).

Os TEs da Classe I, principalmente os retrotransposons LTRs, sdo comumente
classificados apenas ao nivel de superfamilias (a categoria mais ampla de classificacdo dos
retrotransposons LTR), tipicamente os retrotransposons LTR encontram-se classificados dentro
das superfamilias: Tyl/Copia (Pseudoviridae), Ty3/Cigana-Gypsy (Metaviridae), Bel-Pao
(Belpaoviridae), Retrovirus (Retroviridae) e Retrovirus Enddgenos (ERV Retroviridae),
diferindo entre si, pela organizagdo do dominio proteico na sequéncia poligénica (SCHNABLE
etal., 2009; BENNETZEN, WANG, 2014; NEUMANN et al., 2019; NEUMANN et al., 2019;
ASSIS et al., 2020), sedo que, apenas as superfamilias Ty1/Copia e Ty3/Cigana, ocorrem em
plantas inserindo uma grande quantidade de elementos diversos (NEUMANN et al., 2019).

Com base na organizacao interna do dominio de codificacdo, em plantas, a ordem LTR-
RT é composta por duas superfamilias: Copia e Cigana (Gypsy). As duas superfamilias de LTR-
RT, ainda foram subdivididas em linhagens e familias por meio de analises filogenéticas com
base em similaridades de regides de codificacdo, muitas delas realizadas através do dominio
enzimatico conhecido como transcriptase reversa (RT) (LLORENS et al., 2009; OROZCO-
ARIAS et al., 2019).

Em genomas vegetais, sdo descritas as linhagens: Ale (Retrofit), Alesia, Angela, Bianca,
Bryco, Lyco, Gymco, Ikeros (Tork sto-4), Ivana (Oryco) e Osser, pertencentes a superfamilia
Copia, e para a superfamilia Cigana (Gypsy), as linhagens Athila, Clamyvir, Galadriel, Selgy,
TCnl, Reina, Tekay (Del), CRM, Phygy e TAT (OROZCO-ARIAS et al., 2019).

Os retrotransposons de repeticGes de terminais longos (LTR-RTs) comp&em um grande
grupo diverso de TESs presentes nos eucariotos, sendo abundantes principalmente, em genomas
vegetais (NEUMANN et al., 2019). De modo geral, os retrotransposons exercem um papel
importante na evolucdo de uma espécie, sua mobilidade produz variagbes genéticas,
favorecendo rearranjos cromossdmicos por meio de recombinagdes ilegitimas no mesmo
cromossomo entre locais distantes ou em cromossomos diferentes (DEVOS et al., 2002;
LISCH, 2013; VANGELISTI et al., 2021).

Os retrotransposons LTR-RT, atuam como um mecanismo de cdpia e cola originando
novas copias de elementos aumentando o tamanho do genoma do hospedeiro apos a integracao,

estes replicam-se através de um RNA intermediario, gerando assim, as novas coépias de
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elementos. Este processo pode estar entre os principais impulsionadores da evolucdo do
tamanho do genoma (VITTE, PANAUD, 2005; GROVER, WENDEL, 2010; GALINDO-
GONZALEZ et al., 2017; WICKER et al., 2018; NEUMANN et al., 2019).

Uma das caracteristicas mais importantes apresentadas pelos retrotransposons LTR é a
sua alta diversidade de sequéncias de nucleotideos, que sdo no geral, Gnicas para uma especie
ou para um grupo determinado de espécies que sao intimamente relacionadas (NEUMANN et
al., 2019). Os retrotransposons LTR-RTs autdbnomos, ainda possuem dominios internos que
estdo intimamente ligados a codificacdo de proteinas que relacionam-se diretamente com a sua
transposicao sendo os dominios: GAG (Antigeno especifico do grupo) e POL (sintetizado como
poliproteina contendo PROT, Aspartic Proteinase; INT, Integrase, RT, Transcriptase Reversa e
RH, RNAse H) importantes neste processo (COSTA et al., 2019).

As duas superfamilias de retrotransposons LTR-RTs Copia e Sigana, as mais
abundantes em plantas, assim como as outras trés superfamilias LTR-RTS, sdo classificadas e
divididas de acordo com inferéncias filogenéticas baseadas nos dominios das proteinas GAG e
POL (LLORENS et al., 2009; 2011; COSTA et al., 2019). Os elementos componentes das
superfamilias Copia e Sigana diferenciam-se pela organizacdo de seus dominios internos
(WICKER et al., 2007; BENNETZEN, WANG, 2014, COSTA et al., 2019), tendo as suas
diversas linhagens, relacbes de similaridades sequenciais e organizacdo molecular
compartilhadas, sendo a sua identificacdo e caracterizacdo, um passo fundamental para o
entendimento dos mecanismos de transposicdo e histdria evolutiva deste sistema LTR-RT (EL
BAIDOURI, PANAUD, 2013; OCHOA CRUZ et al., 2016; VICIENT, CASACUBERTA,
2017; COSTA et al., 2019).

Por serem abundantes em genomas vegetais, 0s TEs LTR-RTSs, apresentam importancia
significativa quando investigados em sua ampla diversidade encontrada nos mais diversos
genomas de plantas, em analises mais aprofundadas sobre estes diversos genomas. Estudos tem
revelado que os TEs, especialmente contendo os elementos LTR-RT compdem: 8,9/125 Mb,
cerca de 6,6% do genoma de Arabidopsis (Arabidopsis Genoma Initiative, 2000), 146,6/742,3
Mb, 31,1% do genoma da maga (VELASCO et al., 2010), 1432/2365 Mb, cerca de 70,1% do
genoma do milho (RAYBURN et al., 1993; SCHNABLE et al., 2009), e 60,9/430 Mb, 14,5%
do genoma do arroz (ECKARDT, 2000; PATERSON et al., 2009).

Apresentando uma alta dindmica na natureza, os TEs contribuem diretamente para a
diversidade intraespecifica do genoma, promovendo variacbes no tamanho do genoma e
expressao genética, sendo ativos na manutencéo e estabilizacdo de regides do centrémero que
sdo criticas, inserindo tipos especificos de TEs (MAKAREVITCH et al., 2015; GAO et
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al., 2015; FERREIRA DE CARVALHO et al., 2016; SARKAR et al., 2017; JAYASWAL et
al., 2020).

Assim, levando em consideracdo a importancia da espécie L. pinaster para a medicina
popular, o seu potencial uso futuro na composi¢do de insumos para as inddstrias farmacéutica,
alimenticia, cosmética dentre outras, sua importancia ecoldgica e o seu status de conservacao,
este trabalho tem como objetivo principal realizar um estudo destacando os diversos aspectos
morfologicos, anatdbmicos, quimicos e genéticos de populacGes de Lychnophora pinaster
ocorrentes no estado de Minas Gerais, buscando fornecer novos elementos e subsidios para
futuros programas de conservacgdo de populagdes naturais desta espécie endémica ameacada de

extincao.
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VIl. CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos expressivos resultados de diversos estudos ja realizados para o conhecimento
das caracteristicas morfoldgicas, anatbmicas e aspectos da composicdo quimica dos Oleos
essenciais com a observacdo de diferentes perfis quimicos para as diversas populacoes de L.
pinaster no estado de Minas Gerais, sendo esta uma espécie de uso medicinal popular
tradicional, sugere-se assim, maiores esfor¢os no emprego de pesquisas que visem avaliar as
atividades terapéuticas dos diferentes perfis quimicos de 0leos essenciais presentes nas mais
diversas populacdes desta espécie de arnica brasileira.

Os aspectos geneticos investigados, apontam para um processo de especiacdo. Isso
reflete principalmente o status e situacdo na qual se encontram as populagdes de L. pinaster no
estado de Minas Gerais, estando estas, expostas a antropizacao do seu habitat, fragmentacéo da
vegetacao ou progressiva ocupacdo das areas onde ocorrem ou podem ocorrer populagfes desta
espécie.

As analises referentes a caracteristicas do genoma da espécie podem abrir novas
perspectivas de investigacbes quanto a sua diversidade, para aspectos ecologicos a nivel
populacional para todas as regides, além de sugerir futuras abordagens quanto as relacdes
genéticas relacionadas a aspectos da composi¢do quimica dos 6leos essenciais de L. pinaster,
surgindo assim, margens para o desenvolvimento futuro de novas pesquisas.

Assim, é recomendado a criacdo de um programa ou politica de conservacdo para a
espécie ou areas de ocorréncia da mesma, bem como a criacdo de um banco de dados com base
em estudos que evidenciaram déficit de heterozigotos, endogamia, distancia genética e grande
diversidade quimica entre as diferentes populacdes distribuidas pelas quatro regides do estado

de Minas Gerais.
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