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RESUMO 

 

Os objetivos deste estudo foram (i) fornecer a caracterização dos padrões de diversidade 

genética e estrutura populacional de sete populações naturais de L. pinaster e discutir 

estratégias de conservação; (ii) avaliar a composição química dos óleos essenciais de três 

populações naturais da espécie, duas provenientes da região sul e uma do sudeste de Minas 

Gerais; (iii) caracterizar os princípios ativos, registrados na literatura, dos extratos etanólicos 

das três populações naturais; (iv) determinar a atividade in vitro dos óleos essenciais e 

extratos etanólicos das populações contra formas amastigotas de Tripanossoma cruzi; e (v) 

avaliar as relações entre o polimorfismo químico, os fatores ambientais e genéticos. Os 

resultados revelaram (i) existência de diferentes níveis de diversidade genética dentro e alto 

nível de diferenciação genética entre populações. É estritamente necessário o monitoramento 

das populações remanescentes para que, de fato, seja evitada a extinção da espécie. Os 

esforços de conservação in situ devem focar na preservação dos habitats de L. pinaster da 

destruição e no aumento dos tamanhos populacionais, uma vez que o pequeno tamanho 

populacional e a fragmentação fazem de L. pinaster susceptível às perdas de diversidade 

genética causada pela endogamia e deriva genética. É sugerido planejamento de coleta de 

sementes provenientes dos grupos genéticos evidenciados pelo STRUCTURE ou DAPC 

para a conservação ex situ do germoplasma; (ii)  não foi registrada a presença de substâncias 

da classe dos fenilpropanóides no óleo essencial da população de L. pinaster proveniente da 

região sudeste, apresentando como constituinte majoritário um sesquiterpeno oxigenado, 

enquanto as populações do sul apresentaram o E-cinamato de metila, E-cariofileno e α-

humuleno como constituintes mais abundantes; (iii) mesmo padrão espacial de composição 

química foi observado para os extratos, onde as populações do sul apresentaram perfil 

químico semelhante entre si sob o ponto de vista qualitativo, diferindo da proveniente do 
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sudeste. Dos princípios ativos, somente a quercetina e friedelina foram identificados nos 

extratos das três populações, tendo as suas quantidades  variado entre populações; (iv) os 

óleos essenciais e extratos etanólicos não apresentam in vitro seletividade e atividade 

antiparasitária com relação às formas amastigotas T. cruzi equivalente ou superior ao 

benznidazol, utilizado comercialmente para tratar doença de Chagas; (v) com o aumento das 

concentrações dos óleos essenciais e extratos, houve aumento da citotoxicidade e, 

consequentemente, diminuição da taxa de células hospedeiras tanto infectadas como não 

infectadas. Os extratos se mostraram mais citotóxicos em relação aos óleos essenciais; (vi) 

comparados à genética, os preditores ambientais - distância geográfica e os diferentes 

gradientes de solo - se mostraram os elementos mais relevantes para a variação química do 

óleo essencial entre populações de L. pinaster, indicando que o polimorfismo químico no 

óleo essencial esteja ocorrendo mais como um reflexo de uma seleção natural de acordo com 

os fatores ambientais locais e não devido à deriva genética; o que é um alerta quanto à 

utilização de diferentes populações de L. pinaster como fitoterápico de modo 

indiscriminado, uma vez que as diferenças na composição química podem comprometer sua 

eficácia terapêutica.  

 

Palavras-chave: Atividade tripanocida; Arnica-mineira; Citotoxicidade; Conservação 

genética; Lychnophora pinaster, Polimorfismo químico. 
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SUMMARY 

 

The aims of this study were (i) to provide the characterization of the genetic diversity and 

population structure of seven native populations of L.pinaster and to provide strategies for 

its conservation; (ii) to study the chemical composition of essential oils of three native 

population of this species, being two from southern and one from southeastern region of the 

State of Minas Gerais; (iii) to characterize the active ingredients of the ethanolic extracts of 

these three native populations; (iv) to determine the in vitro activity of the essential oils and 

ethanolic extracts of the populations against amastigote forms of Tripanossoma cruzi; and 

(v) to analyze the correlation of the chemical polymorphism of the essential oil with 

environmental and genetic factors. It were detected (i) existence of different levels of genetic 

diversity within and high level of genetic differentiation among populations. It is strictly 

necessary monitoring of the remaining populations so that, in fact, be avoided extinction of 

L.  pinaster. The efforts for in situ conservation should focus on preservation of habitats and 

the increase of populations size, once the small population size and fragmentation make L. 

pinaster vulnerable to losses of genetic diversity due to the endogamy and genetic drift. It is 

suggested collection of seeds from the genetic groups evidenced by STRUCTURE or DAPC 

for ex situ conservation of germplasm; (ii) It were not detected phenylpropanoids in the 

essential oil of the population from southeastern region, which presented as majoritary 

compound an oxygenated sesquiterpene, while in southern populations were detected the 

majoritary E-methyl cinnamate (phenylpropanoid), followed by E-caryophyllene and α-

humelene; (iii) same spatial pattern of chemical composition was observed for extracts, with 

southern populations having similar profile quantitatively, differing of the southeastern 

population. Regarding the active ingredients, only quercetin and friedelin were identified in 

the extracts of the three populations, with quantities differing among populations; (iv) the 
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essential oils and extracts did not show selectivity and antiparasitic activity against T. cruzi 

amastigotes equivalent or superior to benznidazole, commercially used to treat Chagas 

disease; (v) the extracts were more cytotoxic than essential oils; and (vi) the environmental 

predictors – geographical distance and soils – were the most relevant factors to explain the 

chemical variation of essential oils among populations, indicating the chemical 

polymorphism is due to a natural selection according to the local environmental factors and 

not due to the genetic drift, which is an alert regarding the usage of different populations of 

L. pinaster in an indiscriminate way, once differences in chemical composition could 

compromise their therapeutic efficacy. 

 

Keywords: Arnica-mineira; Chemical polymorphism; Cytotoxicity; Genetic conservation; 

Lychnophora pinaster; Trypanocidal activity.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

Muitas plantas medicinais e aromáticas do Cerrado possuem forte 

importância cultural e econômica, porém, são insustentavelmente utilizadas por populações 

humanas locais, como é o exemplo da Lychnophora pinaster Mart. (Asteraceae: 

Lychnophorinae) (2n= 34, x= 17) (MANSANARES et al., 2002). Conhecida popularmente 

como “arnica-mineira” ou “arnica-da-serra”, esta espécie pode ser encontrada na natureza 

como subarbusto ou arbusto candelabriforme e endêmica aos campos rupestres e campos de 

canga do Cerrado do Estado de Minas Gerais (SEMIR et al., 2011).  

Na medicina tradicional, ramos, folhas e inflorescências de L. 

pinaster são intensamente utilizados como agentes anti-inflamatório, analgésico e 

cicatrizante contra contusões, pancadas, torções, hematomas e desinfecção de picadas de 

insetos (RODRIGUES e CARVALHO 2001; HABER et al., 2009). Estudos com a espécie 

(CHIARI et al., 1991, 1996; OLIVEIRA et al., 1996; SILVEIRA et al., 2005a; 

ALCÂNTARA et al., 2005; GUZZO et al., 2008; ABREU et al., 2011; FERRAZ-FILHA et 

al., 2012; ABREU et al., 2013) justificam o seu uso tradicional como medicinal e fonte em 

potencial de agentes quimioprofiláticos.  

Devido ao uso tradicional medicinal insustentável e ao 

desmatamento desordenado em Minas Gerais, muitas populações naturais de L. pinaster 

foram extintas, ao passo que muitas remanescentes se encontram reduzidas. Este cenário 

tornou a espécie vulnerável à extinção (COPAM, 1997) e, como consequência, seus 
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compostos ativos são encontrados cada vez mais num estoque natural reduzido e vulnerável 

às atividades antrópicas.  

Associando ao fato de que estimativas das mudanças climáticas 

apontam para ocorrência de mudanças ambientais significativas ao longo dos anos, com 

efeitos sobre a biodiversidade mundial (WALTHER et al., 2002; PARMESAN e YOHE, 

2003; IPCC R4, 2007; COLLINS et al., 2013; DONAT et al., 2013), o grupo de 

pesquisadores do Instituto Agronômico (IAC), Campinas-SP, iniciou em 2004 estudos para 

explorar a composição química e estrutura populacional de populações naturais da espécie. 

Com o uso de marcadores microssatélites, até o presente momento, foram exploradas a 

diversidade e estrutura genética de três populações naturais de L. pinaster provenientes da 

região sul e duas da região norte do Estado de Minas Gerais (HABER, 2008; HABER et al., 

2009; VIEIRA, 2012). No entanto, ainda existe a necessidade do conhecimento da 

diversidade genética e estrutura populacional de uma maior quantidade de populações da 

espécie. Isto é primordial para a tomada de decisão com relação a elaboração de estratégias 

efetivas de conservação genética, que é dependente do conhecimento prévio da distribuição 

da variabilidade genética intra e interpopulacional.  

Com relação à composição química, muitos estudos têm dedicado 

esforços para caracterizar o perfil metabólico de L. pinaster. Foi constatado que nos extratos 

da espécie substâncias como a lactona sesquiterpênica 15-deoxi-goiazensolido, os 

triterpenos α-amirina e lupeol, o flavonol quercetina e os esteroides estigmasterol e sitosterol 

são alguns dos responsáveis por importantes atividades biológicas descritas para a mesma 

na medicina tradicional (SILVEIRA et al., 2005a; ABREU et al., 2011; ANTONISAMY et 

al., 2011; ABREU et al., 2013).  Os extratos aquoso e etanólico da parte aérea de L. pinaster, 

bem como substâncias isoladas dos extratos etanólico e hexânico (15-deoxi-goiasensolido e 

ácido E-lichnofórico) também são capazes de inibir o crescimento da forma tripomastigota 

(infectante) de Trypanossoma cruzi (CHIARI et al., 1996; OLIVEIRA et al., 1996;  

ALCÂNTARA et al., 2005; SILVEIRA et al., 2005a),  agente etiológico da doença 

negligenciada tropical de Chagas, que infecta entre 7 e 8 milhões de pessoas no mundo 

(MORAES et al., 2014; WHO, 2014). Quanto à composição química do óleo essencial de L. 

pinaster, foram identificados (HABER, 2008; ISOBE, 2012; VIEIRA, 2012; SILVA, 2013) 

os sesquiterpenos E-cariofileno e α-humuleno, dois anti-inflamatórios (FERNANDES et al., 

2007), sendo o último de uso tópico (ACHÉ, 2013); o fenilpropanóide E-cinamato de metila 

e os monoterpenos α-pineno e β-pineno, três agentes antimicrobianos (BURT, 2004; 
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HUANG et al., 2009a; ALI et al., 2010; SILVA et al., 2012).  O cinamato de metila também 

é utilizado como ingrediente fragrante sintético (EFSA, 2009; EUROPEIA UNION, 2012) 

para fabricação de cosméticos, produtos de limpeza, de higiene pessoal e alimentos 

(SHARMA e KANWAR, 2012). Tais constituintes, portanto, podem ser utilizados como 

parâmetros qualitativos para o óleo essencial e extrato de L. pinaster para potencial uso 

terapêutico ou industrial.  

A busca por novos fármacos contra T. cruzi é imediatamente 

necessária, uma vez que novas cepas resistentes do parasita vêm emergindo ao longo dos 

anos e o repertório de fármacos disponíveis para combate da doença de Chagas é limitado, 

contando com apenas duas drogas registradas - benznidazol (Rochagan®, da Roche) e 

nifurtimox (Lampit®, da Bayer) (DIAS et al., 2009; MORAES et al., 2014)-, sendo os 

metabólitos formados através do mecanismo de ação destes dois compostos causadores de 

efeitos adversos no organismo humano (CASTRO et al., 2006; DIAS et al., 2009).  

Observações prévias de campo indicam que, dependendo da 

população de L. pinaster, o aroma dos espécimes pode variar consideravelmente, podendo 

ou não apresentar o aroma agradável, característico da arnica (HABER, 2008; ISOBE, 2012; 

VIEIRA, 2012; SILVA, 2013).  

Uma hipótese é a de que os locais de coleta sejam os principais 

fatores que podem alterar a composição química do óleo essencial ou extrato de L. pinaster 

e, consequentemente, sua eficácia terapêutica; merecendo ser investigado. Em populações 

naturais da espécie, foi verificado que uma população próxima ao munípio de Lavras, região 

sul de Minas Gerais, apresentou como constituinte majoriário do óleo essencial o 

sesquiterpeno oxigenado cedr-8-(15)-en-9-alfa-ol, diferindo de sete populações provenientes 

da mesma região (Lavras, Ingaí, Carrancas e Itumirim), cujo constituinte majoritário foi o 

E-cinamato de metila (HABER, 2008; ISOBE, 2012; SILVA, 2013). Mesmo entre 

populações de Carrancas consideradas próximas, cerca de 1.5 Km, diferenças significativas 

nas proporções relativas médias entre monoterpenos e sesquiterpenos foram observadas 

(SILVA, 2013). Populações da região norte, localizadas nas proximidades dos municípios 

de Olho D’Água e Diamantina, apresentaram como constituintes majoritários dos óleos 

essenciais os sesquiterperenos oxigenados 14-hidroxi-Z-cariofileno e 14-hidroxi-α-

humuleno, respectivamente, não apresentando traço do fenilpropanóide E-cinamato de 

metila (VIEIRA, 2012); diferindo das populações provenientes da região sul. 
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Mesmo com a considerável quantidade de informações disponíveis 

sobre a divergência química intraespecífica no óleo essencial de L. pinaster, nenhuma ênfase 

até o momento foi dada à interação entre a genética, os fatores ambientais e a diversidade 

química das populações. Estudos prévios indicam que a variação da composição química do 

óleo essencial e extrato de plantas medicinais e aromáticas é atribuída principalmente às 

características ambientais (KORICHEVA et al., 1998; KONDO e KAWASHIMA, 2000; 

BRENES-ARGUEDAS e COLEY, 2005; YAVARI et al., 2010; CONFORTI et al., 2011; 

HASSIOTIS et al., 2014; KHADIVI-KHUBA et al., 2014; MÜLLER et al., 2015) ou 

genéticas (VERNET et al., 1986; MELITO et al., 2013).  

Para o gênero Lychnophora Mart., por exemplo, estudos prévios com 

Lychnophora ericoides Mart. e Lychonophora salicifolia Mart. comprovaram que a altitude, 

latitude, longitude e os solos de origem desempenham um papel relevante em explicar a 

variabilidade química dos óleos essenciais e dos extratos hidroalcoólicos (CURADO et al.; 

2006; GOUVEA et al., 2012). Um estudo desta natureza com L. pinaster é necessário para 

aprofundar o conhecimento dos fatores que influenciam a composição química desta espécie 

endêmica e de valor cultural e potencialmente econômico do Estado de Minas Gerais, a fim 

de fornecer subsíduos para o seguro uso medicinal. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Geral  

 

Caracterizar a diversidade genética e química de populações naturais 

de Lychnophora pinaster a fim de fornecer subsídios para programas de conservação da 

espécie e uso medicinal. 

 

2.2. Específicos 

 

Para tanto, tem como objetivos específicos: 

 

(i) Caracterização dos padrões de diversidade genética e estrutura populacional de 

L. pinaster utilizando marcadores microssatélites; 

(ii) Avaliar a composição química dos óleos essenciais entre populações naturais da 

espécie de diferentes proveniências; 

(iii) Caracterizar os princípios ativos descritos na literatura nos extratos das 

populações naturais de L. pinaster; 

(iv) Determinar a atividade in vitro dos óleos essenciais e extratos etanólicos das 

populações naturais de L. pinaster contra formas amastigotas de T. cruzi; 
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(v) Avaliar as relações entre o polimorfismo químico, os fatores ambientais (solo, 

distancia geográfica, altitude) e genéticos. 
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3. LEVANTAMENTO BIBLIOGRÁFICO 

 

3.1. O Domínio Fitogeográfico do Cerrado e os Campos Rupestres 

  

O Cerrado é um domínio fitogeográfico composto pelos biomas 

campo tropical (fisionomia campo limpo), savana (fisionomias campo sujo, campo cerrado 

e cerrado sensu stricto) e floresta estacional (fisionomia cerradão) (BATALHA et al., 2011). 

Contém alta diversidade de plantas, concentrando o equivalente a um terço da biodiversidade 

nacional e 5% da fauna e flora mundiais, com cerca de 4000 a 7000 espécies (RODRIGUES 

e CARVALHO, 2001; MACHADO et al., 2004). 

Ocupa um quarto do território nacional, o equivalente a pouco mais 

de 200 milhões de hectares, dos quais 155 milhões estão no planalto central e abrangem o 

Estado de Minas Gerais, representando cerca de 50% da área total do estado, cuja localização 

em sua maior parte está a oeste e partes disjuntas a sudoeste e sul (MAROUELLI, 2003). 

Algumas de suas regiões formam grandes blocos de vegetação 

nativa, como é o caso das regiões centrais e a oeste do estado de Minas Gerais (na área da 

Serra da Canastra), do oeste da Bahia, norte de Goiás, sul do Maranhão, Piauí e da região da 

Ilha do Bananal em Tocantins (MACHADO et al., 2004). Em outras regiões, ocorre 

ocupação humana discreta ou a cobertura vegetal é muito esparsa, como no leste do Mato 

Grosso do Sul e no Triângulo Mineiro (MACHADO et al., 2004). 
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Calcula-se que 40% das espécies lenhosas do Cerrado são 

endêmicas, que o torna, ao lado da Mata Atlântica, um hotspot mundial (MINISTÉRIO DO 

MEIO AMBIENTE, 2002; BONVICINO et al., 2012). Cerca de 7.3% de suas áreas 

encontram-se sobre solos litólicos e afloramentos rochosos (REATTO et al., 1998), onde 

são encontrados tipos vegetacionais bem característicos, como exemplo, o campo rupestre, 

presente no bioma savana. Este é um tipo de vegetação predominantemente herbáceo-

arbustivo, que pode crescer nas frestas de afloramentos rochosos ou em solos geralmente 

ácidos, pobres em nutrientes e em altitudes acima de 900 m – ocasionalmente a partir de 700 

m -, cujas áreas apresentam variações extremas de temperaturas (noites frias e dias quentes), 

ventos constantes e restrições hídricas (GIULIETTI et al., 1997; RIBEIRO e WALTER, 

2007). Faz parte desta fisionomia a Cadeia do Espinhaço, um conjunto de terras altas, cujas 

rochas são de origem pré-cambriana, com forma de bumerangue de direção geral norte-sul 

centrado no meridiano 43°W e convexidade orientada para oeste (SAADI, 1995; 

VASCONCELOS, 2011) que contém desde áreas abertas, com predominância de gramínias 

e outras ervas, até habitats com predominância de pequenas árvores e arbustos, com ou sem 

afloramento rochoso (VASCONCELOS, 2011), onde crescem, por exemplo, representantes 

de Asteraceae, Bromeliaceae, Cactaceae, Cyperaceae, Eriocaulaceae, Gentianaceae, 

Iridaceae, Lamiaceae, Fabaceae, Lentibulariaceae, Lythraceae, Melastomataceae, 

Myrtaceae, Orchidaceae, Poaceae, Rubiaceae, Velloziaceae, Vochysiaceae e Xyridaceae 

(RIBEIRO e WALTER, 2007). 

 

3.2. A Família Asteraceae 

 

Sendo a maior família das Eudicotiledôneas, Asteraceae contêm por 

volta de 1600-1700 gêneros e 24000-30000 espécies (NAKAJIMA, 2000; FUNK et al., 

2005; SOUZA e LORENZI, 2008). Seus representantes são encontrados com pouca 

frequência em florestas tropicais úmidas e, comumente, em áreas de formações abertas 

(FUNK et al., 2005). No Brasil, representa o equivalente a 10% das plantas vasculares 

existentes (HEIDEN et al., 2007).  

Asteraceae é caracterizada pela alta capacidade de adaptação aos 

mais diversos habitats e condições climáticas, variando desde subarbustos, ervas anuais ou 

perenes até arbustos ou lianas, tendo a inflorescência do tipo capítulo e o fruto do tipo cipselo 
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- também, chamado de aquênio - como as principais características (FUNK et al., 2005; 

CANCELI et al., 2007; HEIDEN et al., 2007; SOUZA e LORENZI, 2008). 

Asteraceae subdivide-se em duas subfamílias, Cichorioideae, 

caracterizada pela ocorrência de plantas geralmente com látex, e Asteroideae, que inclui 

espécies sem látex (LONGHI-WAGNER et al., 2008). Muitas de suas espécies contêm 

potencial aromático e medicinal, como por exemplo, as pertencentes ao gênero Lychnophora 

(denominação que significa “portador de velas”, devido ao aspecto candelabriforme de seus 

representantes).  

 

3.3. O Gênero Lychnophora Mart. 

 

Lychnophora Mart. é um gênero botânico polifilético pertencente à 

classe Equisetopsida, subclasse Magnoliidae, ordem Asterales (TROPICOS® 2013; 

LOEUILLE et al., 2015). É dividido em seis seções: Lychnophora, Lychnophoriopsis, 

Lychnophorioides, Lychnocephaliopsis, Sphaeranthus e Chronopappus, que se distribuem 

ao longo do domínio fitogeográfico do Cerrado dos Estados de Minas Gerais (representado 

pelas suas seis seções e 52 espécies, o equivalente a 76.5% do total de espécies do gênero), 

Bahia (3 seções e 19 espécies, correspondendo a 28% do total de espécies do gênero) e Goiás 

(2 seções e 5 espécies, correspondendo a 7.3% do total de espécies do gênero) (SEMIR, 

1991; SEMIR et al., 2011). 

Portador de um endemismo bastante pronunciado, no total, 

Lychnophora é composto por aproximadamente 68 espécies, sendo que 36 são endêmicas a 

algumas Serras ou determinadas localidades (SEMIR, 1991; CURADO, 2006; SEMIR et al., 

2011). Seus ecossistemas de ocorrência são extremamente rústicos, com clima e solo secos, 

topografia irregular e insolação intensa, podendo as espécies apresentar restrições edáficas 

a substratos específicos e, até mesmo, a diferentes regimes pluviométricos (COYLE e 

JONES, 1981; SEMIR, 1991; MANSANARES et al., 2002; SEMIR et al., 2011). 

Quanto às características morfológicas, seus representantes contêm 

um receptáculo comum cilíndrico, com várias brácteas involucrais imbricadas e capítulos 

apresentando flores hermafroditas; sua corola é tubulosa e o pappus paleáceo bisseriado, 

com série externa curta e persistente e a interna longa e caduca, além de uma fitotaxia, em 

que as folhas rígidas se dispõem em múltiplos espirais ao redor de um caule circular com 

epiderme uniestratificada, contendo estômatos e muitas células epidérmicas como base dos 
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tricomas, formando uma capa grossa envolta do caule, agindo como proteção contra a 

transpiração excessiva, altas temperaturas e ataque de fungos (MARTIUS, 1822; LUQUE e 

MENEZES, 2003; SOUZA e LORENZI, 2008). 

Quanto às formas, se observa os aspectos mais diversos, o que parece 

ser uma adaptação morfológica ao fogo e habitats xeromórficos, sendo frequentemente 

registradas in situ espécies com hábitos de arvoretas ou arbustos com alturas variáveis e, 

menos frequentemente o hábito de subarbustos e, nunca, o hábito arbóreo (SEMIR, 1991; 

SEMIR et al., 2011). 

As características genéticas entre espécies também variam. 

Mansanares et al. (2002) apresentaram dados referentes ao número de cromossomos de 

espécies pertencentes a três seções: Lychnocephaliopsis, Lychnophora e Lychnophoriopsis), 

sendo observados pools gênicos distintos, com n=17 (2n=34) para Lychnophora 

diamantinana Coile & Jones S.B. Jones, Lychnophora ericoides Mart, Lychnophora 

passerina (Mart. ex DC.) Gardner, L. pinaster, Lychnophora prostrata Semir & Leitão e 

Lychnophora rupestris Semir & Leitão; n=18 (2n=36) para Lychnophora gardneri Sch. 

Bip., Lychnophora joliana Semir & Leitão, Lychnophora pohlii Sch. Bip. e Lychnophora 

salicifolia Mart.; e n=19 (2n=38) para Lychnophora cipoensis Semir & Leitão, 

Lychnophora mello-barretoi G.M. Barroso, Lychnophora sellowii Sch. Bip. e Lychnophora 

tomentosa (Mart. ex DC.) Sch. Bip. Uma população poliplóide de n=34 foi detectada por 

Mansanares et al. (2002) em Lychnophora staavioides Mart. Segundo os autores, esta 

variação no número de cromossomos pode ter ocorrido devido alterações numéricas 

causadas por disploidia ou aneuploidia. 

Quanto ao perfil químico, em representantes de Lychnophora podem 

ser encontrados metabólitos especializados pertencentes às classes dos monoterpenos, 

triterpenos sesquiterpenos, fenilpropanóides, derivados benzênicos, esteróis, flavonoides, 

lactonas sesquiterpênicas, ácidos e lignanas (BOHLMANN et al., 1980; BOHLMANN et 

al., 1981; BORELLA et al., 1992; COSTA et al., 1993; SAÚDE et al., 1998; OLIVEIRA et 

al., 1996; SAÚDE et al., 1999; BORSATO et al., 2000; GRAEL et al., 2000; SAÚDE et al., 

2002; SARTORI et al., 2002; TAKEARA et al., 2003; CHICARO et al., 2004; SANTOS et 

al., 2004; ALCÂNTARA et al., 2005; GRAEL et al., 2005; SILVEIRA et al., 2005ab; 

HABER, 2008; PAVARINI et al., 2008; SALVADOR et al., 2009; REIS et al., 2010; 

SANTOS et al., 2010; ABREU et al., 2011; ISOBE, 2012; PETACCI et al., 2012; SOUZA 

et al., 2012; SILVA, 2013). 
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As propriedades biológicas das espécies variam desde tripanocida 

[L. pinaster, Lychnophora markgravii G. M. Barroso, L. salicifolia, L. passerina, 

Lychnophora trichocarpa Spreng. e L. pohlii (OLIVEIRA et al., 1992; OLIVEIRA et al., 

1996; JORDÃO et al., 2004; ALCÂNTARA et al., 2005; GRAEL et al., 2005; SALVADOR 

et al., 2009)], analgésica [L. ericoides (CERQUEIRA et al., 1987; SANTOS et al., 2005; 

SANTOS, 2006)], anti-inflamatória [L. ericoides Mart. (PAVARINI et al., 2008; SANTOS 

et al., 2010)], anti-bacteriana [L. pinaster (ABREU et al., 2011)]  até anti-fúngica [L. 

salicifolia (MIGUEL et al., 1996)].  

Devido a sua ampla aplicabilidade na medicina tradicional e ao fato 

de que as espécies de Lychnophora ainda não são domesticadas, ocorre em seu habitat natural 

alta pressão de extrativismo por parte de populações locais. Este fato levou a inclusão de 23 

espécies do gênero na lista de espécies ameaçadas de extinção da flora nacional e do Estado 

de Minas Gerais, estando estas distribuídas nas categorias vulneráveis, em perigo, 

criticamente em perigo e provavelmente extintas (COPAM, 1997; MENDONÇA e LINS, 

2000; BIODIVERSITAS, 2005).  

 

3.4. A Espécie Lychnophora pinaster Mart. 

  

3.4.1. Sinônimos Botânicos, Hábitos, Ocorrência e Uso Tradicional 

 

Lychnophora pinaster Mart., sinônimos: Lychnophora affinis 

Gardner e Lychnophora trichocarpha (Spreng.) Spreng. (SEMIR et al., 2011), popularmente 

conhecida como "arnica”, "arnica-da-serra” ou "arnica-mineira”, é uma espécie medicinal 

diploide (2n= 34, x= 17) (MANSANARES et al., 2002) que pode ser encontrada na natureza 

como subarbusto ou arbusto no formato candelabriforme, sendo endêmica às fitofisionomias 

dos campos rupestres e campos de canga (conhecido também como campos rupestres 

ferruginosos) do Cerrado somente no Estado de Minas Gerais (SEMIR et al., 2011), onde 

apresenta elevado valor cultural e potencial valor econômico. 

Na medicina tradicional, preparados alcoólicos dos ramos, folhas e 

inflorescências da espécie são tradicionalmente indicados para o tratamento de contusões, 

pancadas, torções, hematomas e desinfecção de picadas de insetos (RODRIGUES e 

CARVALHO, 2001) como agente anti-inflamatório e analgésico, bem como agente 

antirreumático, suavizador de pele (ALMEIDA et al., 1998), contra otite e cicatrizante. A 
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forma de uso dos preparados - frescos ou secos - são por administração epidérmica na forma 

de compressa, alcoolatura (RODRIGUES e CARVALHO, 2001), pomada, sabonete 

(ALMEIDA et al., 1998) ou via oral, macerados em cachaça (SILVEIRA et al., 2005a). 

A obtenção do material vegetal utilizado popularmente está 

estritamente relacionada ao extrativismo desordenado, realizado por populações locais, tanto 

para o próprio uso quanto para a venda como agente fitoterápico; o que é comum nas regiões 

onde ocorre a espécie. Este fator contribuiu para a sua classificação na categoria vulnerável 

à extinção pelo Conselho Estadual de Política Ambiental do Estado de Minas Gerais 

(COPAM), em 1997. 

 

3.4.2. Características Ecológicas 

 

L. pinaster distribui-se entre regiões de grandes altitudes, acima de 

900 m, ao longo da Cadeia do Espinhaço mineira (SEMIR, 1991; CARVALHO, 1992; 

ANDRADE, 2013). Pode estar associada a ambos, ao campo rupestre vinculado a 

afloramentos predominantemente quartizíticos, e ao campo rupestre vinculado a 

afloramentos hematíticos, comum à região do Quadrilátero Ferrífero do Estado de Minas 

Gerais, sendo este último conhecido também como campo rupestre ferruginoso ou vegetação 

de canga (VIANA e LOMBARDI, 2007).  

No campo rupestre, populações de L. pinaster, além de crescerem 

sobre afloramentos rochosos litólicos, crescem também sobre solos arenosos mais 

profundos, onde, no primeiro, o solo apresenta maior proporção de partículas finas e teores 

mais elevados de matéria orgânica e, no segundo, a drenagem é menor, sendo pobre em 

nutrientes (RAPINI et al., 2008). No campo rupestre ferruginoso existem áreas associadas a 

gigantescos depósitos de minério de ferro (JACOBI e CARMO, 2008) e as populações de L. 

pinaster situadas nestas localidades são menos abundantes.   

Como outras populações vegetais rupícolas que crescem nestas 

regiões, as de L. pinaster encontram-se distribuídas de forma disjunta devido à 

descontinuidade das cadeias montanhosas e dos afloramentos rochosos que compõe os seus 

locais de ocorrência. Nenhum estudo, até o presente momento, avaliou a estrutura 

populacional de populações desta espécie. Uma hipótese é a de que, devido ao isolamento 

geográfico, exista elevada diferenciação genética entre populações. 
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  3.4.3. Características Morfológicas e Fenológicas  

 

L. pinaster varia desde subarbusto ereto com muitos ramos, a 

pequenos arbustos ericóides e mais raramente arbustos mais altos candelabriformes com 0.4 

a 2.4 m, raramente com até 3.6 m; ramos alternos a subverticiliados flexuosos e delicados 

até mais robustos, densamente tomentosos a velutinos ou curtamente subvilosos, geralmente 

de coloração cinérea a nigriscente abaixo e mais ou menos canescente acima, às vezes 

variadamente ocrácea até atrofusca, com ramos de 0.5 a 2.0 cm de diâmetro, com o tronco 

atingindo 2.5 a 5.0 cm de diâmetro nas regiões mais velhas das plantas arbustivas maiores; 

folhas muito imbricadas e ascendentes na parte superior dos ramos e mais patentes até pouco 

reflexas abaixo, geralmente lineares, linear-oblongas, rasmarinióides a ericóides, base 

arredondada a auriculada às vezes ligeiramente atenuada, ápice obtuso a pouco arredondado, 

raramente pouco agudo, margem revoluta; venação broquidódroma; nervura principal 

alargada afinando da base para o ápice; inflorescência em glomérulos simples folhosos, 

geralmente congestos e hemisféricos; flores com coloração variando do lilás a púrpura, 

medindo 8.0 a 10.0 mm de comprimento; aquênio obcônico a oval cilíndrico, glabro, 

glanduloso oliváceo a castanho, com 1.5 a 3.0 mm de comprimento e 0.8 a 1.5 mm de 

diâmetro (SEMIR 1991; SEMIR et al., 2011) (FIGURAS 1 e 2). 

Com relação aos aspectos vegetativos, reprodutivos e de dispersão 

dos frutos, caracteriza-se como uma planta semidecídua e tolerante ao estresse, com 

tendências a uma floração não sazonal e intermitente, com brotação e frutificação durante 

todo o ano (GARCIA, 2007).  

 

 

 

 

 

  



 
18 

 

Figura 1. À esquerda, indivíduo jovem e, à direita, indivíduo adulto de Lychnophora 

pinaster.   

 
*Fotos: Paulo Sérgio Siberti da Silva (2012). 

 

Figura 2. À esquerda, glomérulos de Lychnophora pinaster com aquênios sem o papus 

interno e, à direita, aquênios sem papus interno.  

 
*Fotos: Paulo Sérgio Siberti da Silva (2012). 

 

  3.4.4. Estudos das Atividades Biológicas de Lychnophora pinaster 

 

Bioensaios realizados com extratos L. pinaster comprovaram sua 

eficácia tripanocida. Foi verificado que seu extrato etanólico, proveniente da parte aérea, 

eliminou em 100% cepas Y tripomastigota de T. cruzi (CHIARI et al., 1996). Outro 

componente tripanocida anteriormente identificado no extrato etanólico de L. pinaster foi a 

lactona sesquiterpênica 15-deoxi-goiasensolido (DUARTE et al., 1993), cuja eficácia já 

havia sido comprovada previamente (CHIARI et al., 1991). Eliminação de 100% de cepas 
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Y de T. cruzi também foi constatada para o extrato aquoso liofilizado da parte aérea da planta 

(113.62 μg/mL), de onde foram identificados os compostos fenólicos ácido caféico, vitexina, 

isovitexina, quercetina e ácido isoclorogênico (SILVEIRA et al., 2005a).  

Estudo identificou pela primeira vez no extrato hexânico da parte 

aérea de L. pinaster um composto relacionado ao cariofileno, denominado ácido 

lychnophoico (OLIVEIRA et al., 1996) – mais tarde classificado por Silveira et al. (2005b) 

como ácido E-lichnofórico-, capaz de inibir em 50% o crescimento das cepas CL e Y de T. 

cruzi. Nas concentrações de 5.68, 6.48 e 13.86 μg/mL a eficácia do ácido E-lichnofórico e 

de seus derivados éster e álcool em controlar as tripomastigota chegou em 100% 

(ALCÂNTARA et al., 2005). Do extrato hexânico/diclorometânico das folhas de L. pinaster 

também foi isolado o triterpeno pentaciclico α-amirina, que junto aos extratos apolares do 

caule e das folhas, apresentou ação antibacteriana contra Staphylococcus aureus (ABREU 

et al., 2011), uma bactéria virulenta que pode ser fatal (SHORR, 2007). 

Foram comprovadas as atividades anti-inflamatória e 

antinociceptiva do extrato etanólico da parte aérea da espécie (GUZZO et al., 2008). 

Posteriormente, atividade anti-inflamatória dos extratos e de compostos isolados dos 

extratos de L. pinaster foi investigada através de aplicação transdermal via fonoforese em 

patas de ratos com significativa degeneração das fibras musculares (ABREU et al., 2013), 

onde observou-se após injúria, que o extrato hexânico exerceu moderada atividade anti-

inflamarória após 72h da aplicação, ao passo que o extrato aquoso reduziu drasticamente no 

mesmo período o processo inflamatório, comparando-se ao tratamento com dexametasona, 

uma potente droga anti-inflamatória (GUZZO et al., 1996; CUPOLILO et al., 2007). O 

mesmo foi verificado para o flavonóide quercetina, o triterpeno lupeol, uma mistura de α-

amirina e lupeol e a mistura dos esteróides estigmasterol e sitosterol, todos isolados do 

extrato hexânico da planta; justificando o uso tradicional da espécie. 

Ensaio de letalidade com o microcrustáceo Artemia salina comprovou que o extrato 

etanólico das folhas de L. pinaster apresenta baixa letalidade (LC50 = 678.73 μg mL-1) 

(FERRAZ-FILHA et al., 2012) - testes de toxicidade são elaborados com os objetivos de 

avaliar ou prever os efeitos tóxicos nos sistemas biológicos e dimensionar a toxicidade 

relativa das substâncias (FORBES e FORBES, 1994) -, apontando para uma possível ação 

tóxica seletiva dos compostos com potencial atividade farmacológica. Desta forma, até o 

presente momento, as principais atividades biológicas de L. pinaster podem ser atribuídas 

aos metabólitos especializados dispostos na Tabela 1. 
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Tabela 1:  Substâncias identificadas nos extratos de Lychnophora pinaster cujas atividades biológicas são descritas em literatura. 

Substância Classe 
Fórmula 

Molecular 

Massa   

molecular  

(Da) 

Extrato  
Parte da 

Planta 

Atividade 

Biológica 
Referência 

15-deoxi-goiazensolido 

 
LS C19H20O6 344 

etanólico 

 

parte aérea 

 

tripanocida; 

antibacteriana 

 

Duarte et al. (1993) 

Chiari et al. (1991) 

Keles et al. (2011) 

ácido cafeico 

ácido isoclorogênico 

vitexina 

isovitexina 

FE 

FE 

FLA 

FLA 

C9H8O4 

C16H18O9 

C21H20O10 

C21H20O10 

180 

354 

432 

432 

aquoso 

 

 

parte aérea 

 

 

tripanocida 

 

 

Silveira et al. (2005a) 

 

ácido E-lichnofórico ST C15H22O2 254 
hexânico 

 

parte aérea 

 

tripanocida 

 

Oliveira et al. (1996) 

Alcântara et al. (2005) 

α-amirina 

quercetina 

lupeol 

estigmasterol 

sitosterol 

TRI 

FOL 

TRI 

EST 

EST 

C30H50O 

C15H10O7 

C30H50O 

C29H48O 

C29H50O 

426 

302 

426 

412 

414 

hexânico 

/aquoso/ 

etanólico 

 

parte aérea/ 

folhas 

 

 

antibacteriana 

anti-inflamatória 

 

Abreu et al. (2011) 

Abreu et al. (2013) 

friedelina 

 
TRI C30H50O 426 aquoso  

anti-inflamatória 

analgésica 

antipirética 

Silveira et al. (2005a) 

Antonisamy et al. (2011) 

 

LS= lactona sesquiterpênica; FE= fenilpropanóide; FLA= flavona; ST= sesquiterpeno; TRI= triterpeno; FOL= flavonol; EST= esteroide. 
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3.5. Metabolismo Especializado Vegetal 

 

Todas as substâncias citadas (Seção 3.4.4) fazem parte do 

metabolismo especializado vegetal, também denominado de metabolismo secundário. No 

reino vegetal, metabólitos especializados são compostos que estão presentes em algumas 

espécies vegetais e não estão presentes em outras e, logicamente, não estão envolvidos no 

metabolismo básico (metabolismo primário) que opera em todas as plantas (PICHERSKY e 

LEWINSOHN, 2011). 

A habilidade das plantas de sintetizarem estes metabólitos é 

resultado de um processo evolutivo, onde diferentes funções foram adquiridas pelos 

compostos para atenderem às necessidades específicas de diferentes unidades taxonômicas. 

Estima-se que 15 a 25% dos genes do genoma vegetal são responsáveis por codificação de 

enzimas para o metabolismo especializado (BEVAN et al., 1998; SOMERVILLE e 

SOMERVILLE, 1999).  

Através do surgimento de novas enzimas por mutação, alta 

diversidade estrutural de compostos pode ter surgido no metabolismo especializado. Em 

muitos casos, parece que sua evolução em plantas pode ter sido resultado de uma evolução 

convergente, o que explicaria o aparecimento dos mesmos compostos químicos, com a 

mesma função, em espécies diferentes. Como exemplo, temos o caso dos flavonóis e das 

flavonas, que são sintetizadas pela ação de duas flavonas sintase (FNS), uma pertencente à 

família OGD (oxoglutarate-dependent dioxygenase) (FNSI), encontrada em Petroselinum 

crispum (Mill.) Mansf. (Apiaceae), ao passo que em muitas outras famílias, a enzima que 

cataliza a mesma reação é pertencente à família das proteínas citocromos P450 (FNSII) 

(TANAKA et al., 2008). Relacionado a este último caso, é comprovado que para a flavona 

apigenina, a síntese é controlada por genes não relacionados em linhagens distintas 

(PICHERSKY e LEWINSOHN, 2011). 

Geralmente em alta diversidade estrutural em nível de espécie, 

metabólitos especializados podem estar presentes no organismo vegetal no estado ativo 

(como defesas constitutivas) ou como pró-drogas (como defesas indutivas), que se tornam 

ativas após o ferimento ou a infecção por patógenos (exemplo: fitoalexinas) (WINK, 2003). 

Também servem como fragrâncias ou atrativos para polinizadores (exemplo: monoterpenos, 

antocianinas coloridas ou carotenoides em flores), podem apresentar funções fisiológicas 

importantes (exemplo: flavonoides, que atuam como protetores UV) (WINK, 2003), ou 
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mesmo servir como mediadores de interações bioquímicas interespecíficas, contribuindo 

para a evolução de estratégias competitivas (exemplo: aleloquímicos).  

Estes metabólitos, portanto, são o resultado da adaptação vegetal aos 

diferentes nichos ecológicos, conferindo às plantas aumento do fitness devido produção de 

um conjunto de metabólitos apropriados para seu ambiente (PICHERSKY e LEWINSOHN, 

2011). Torna-se razoável esperar que, em alguns casos, metabólitos especializados 

produzidos por vegetais possam alterar outros componentes do ecossistema, que dirigem 

processos e interações fundamentais, que determinam, por fim, a natureza de sua 

comunidade (WARDLE et al., 1998). 

 

3.5.1. Óleos Essenciais 

 

Os óleos essenciais são misturas complexas de metabólitos 

especializados voláteis, lipofílicas, geralmente líquidas e odoríferas obtidas de partes de 

plantas via destilação por arraste com vapor d’água ou por espressão dos pericarpos de frutos 

cítricos (SIMÕES e SPITZER, 2003). Amplamente utilizados na indústria, tanto na área 

farmacêutica quanto nas áreas alimentícia, cosmética, na produção de aromas e fragrâncias 

e na agroindústria (MACTAVISH e HARRIS, 2002; BIZZO et al, 2009), são constituídos 

por diferentes classes de substâncias orgânicas, como os fenilpropanóides e os terpenos.  

Nos óleos essenciais, monoterpenos e sesquiterpenos são os mais 

abundantes e sua produção varia em função do compartimento celular e da rota biossintética. 

A formação de sesquiterpenos ocorre a partir da via do mevalonato no citosol e a dos 

monoterpenos pela via do metil eritritol fosfato (MEP) nos cloroplastos (PERES, 2004; 

JAKIEMIU, 2008; TAIZ e ZEIGER, 2009; MARQUES et al., 2012).  

Quanto aos fenilpropanóides, a rota de produção ocorre 

exclusivamente no citoplasma (WINKEL-SHIRLEY, 1999) através da via do ácido 

chiquímico, cujo precursor origina os aminoácidos aromáticos tirosina, triptofano e 

fenilalanina. A ação da enzima fenilalanina amônia liase (PAL) sobre a fenilalanina origina 

o ácido cinâmico, que por meio de reduções enzimáticas dá origem aos derivados 

fenilpropenos (LORENZO et al., 2002; JAKIEMIU, 2008; MARQUES et al., 2012). Estes 

metabólitos, através de vários eventos de cascata, são amplificados pela combinação de 

várias superfamílias de enzimas redutases, oxigenases e transferases, cuja expressão é 

regulada em função do órgão e de fatores bióticos e abióticos (VOGT, 2010). 
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Assim como os demais metabólitos especializados, óleos essenciais 

não apresentam função direta no crescimento e no desenvolvimento do vegetal, mas atuam 

principalmente na competição ou na simbiose entre plantas e organismos, na atração de 

polinizadores, na proteção contra infecção por patógenos ou na proteção contra herbívoria 

(TAIZ e ZEIGER, 2009).  

 

3.5.1.1. Fatores Genéticos e Ambientais e a Produção dos Óleos 

Essenciais 

 

Cada espécie botânica produz um óleo essencial de composição 

química característica e apesar de sua produção ser controlada genética e epigeneticamente, 

componentes ambientais influenciam na sua qualidade e quantidade (TRAPP e CROTEAU, 

2001). 

O fator sazonalidade, por exemplo, pode afetar processos 

bioquímicos e/ou rotas metabólicas, interferindo na síntese de compostos especializados 

importantes, como os terpenos (SCHUH et al., 1997; SHAO et al., 2001; GOBBO-NETO e 

LOPES, 2007). O mesmo para a fenologia, que afeta, por exemplo, o acúmulo de 1,8-cineol 

no óleo essencial de Salvia lavandulifolia Vahl., cujo maior acúmulo ocorre durante o 

florescimento (ALEMANY et al., 2014). 

Juntos, sazonalidade e fenologia elevam a importância da época de 

coleta do óleo essencial (o mesmo para extrato – ver exemplos no tópico seguinte), uma vez 

que sua composição e quantidade não são constantes no decorrer do ano e ao longo do ciclo 

de vida do vegetal. Para Lavandula angustifólia Mill. (Lamiaceae), a produção do óleo 

essencial parece ser influenciada por ambos, os fatores fenológicos, como o florescimento, 

e os fatores ambientais, como chuva e temperatura, existindo evidências de que a 

temperatura influi na biossíntese de linalol (HASSIOTIS et al., 2014). Variações no 

conteúdo do óleo essencial de Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez (Lauraceae) 

possivelmente estão relacionadas a adaptação de indivíduos às condições ambientais, bem 

como às necessidades da planta ao longo do seu ciclo de vida (AMARAL et al., 2015).  

Influência dos fatores Ca, K, matéria orgânica, altitude, temperatura 

e textura de solo na produção do óleo essencial de Thymus migricus (Lamiaceae) foi 

comprovada (YAVARI et al., 2010), bem como correlação entre a poluição e rendimento do 

óleo essencial de Tanacetum vulgare L. (Asteraceae), havendo maior rendimento de óleo 
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essencial e acúmulo de β-tujeno (nove vezes mais) em plantas de T. vulgare provenientes de 

regiões mais poluídas (STEVOVIĆ et al., 2011).  

Quanto ao gênero Lychnophora, estudo prévio com Lychnophora 

ericoides Mart. revelou dependência dos componentes do óleo essencial - monoterpenos, 

sesquiterpenos oxigenados e hidrocarbonetos sesquiterpênicos - sobre características de solo 

(CURADO et al., 2006). Para Lychnophora salicifolia Mart., existe correlação entre 

acúmulo dos metabólitos secundários e os fatores altitude, latitude e longitude (GOUVEA 

et al., 2012).   

O padrão de variação geográfica na composição do óleo essencial de 

Hyptis suaveolens (L.) Poit. (Lamiaceae) sugere que hidrocarbonetos monoterpênicos sejam 

produzidos, principalmente, por plantas localizadas em região de maior latitude e altitude 

independente da fase de crescimento (OLIVEIRA et al., 2005). A diversificação química de 

metabólitos especializados em função da localidade também é documentada para 

representantes de Icacinaceae, cuja produção de sesquiterpenos parece acompanhar uma 

transição entre sítios de origem de espécies na América Latina (KAPLAN et al., 1991). 

Gradiente similar é o observado para os monoterpenos oxigenados de espécimes de 

Baccharis trimera (Less.) DC. (Asteraceae) distribuídos desde o Cerrado brasileiro até 

Argentina (SILVA et al., 2007). 

 

3.5.2. Extratos Vegetais: Definição e Uso 

 

Por definição da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010), extrato é 

um preparado de consistência líquida, sólida ou intermediária obtido a partir de material 

animal ou vegetal, sendo preparado por percolação, maceração ou outro método adequado e 

validado, utilizando como solvente álcool etílico, água ou outro solvente adequado.  

Recentemente desenvolvidos, produtos cujas formulações contém 

extratos vegetais são utilizados na medicina (RISHI BHATIA, 2015; LI TZU PAO MEI 

REGIMAN BEAUTY PUBLIC LTD COMPANY, 2015), como cosméticos (WANG LI-

REN e HUA GUAN BIOCHEMICAL TECH CO LTD, 2015), inseticidas (MOUNTAIN 

PROVINCE STATE POLYTECHNIC COLLEGE, 2015) e na indústria alimentícia 

(NESTEC SA, 2014). 

Substâncias como a hinoquinina, quercetina e o ácido clorogênico, 

por exemplo, são encontradas em extratos de espécies vegetais, como: Hydrocotyle 
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leucocephala Cham. & Schltdl. (Araliaceae), Achillea collina Becker ex Rchb (Asteraceae), 

Spinacia oleracea L. (Amaranthaceae), Brassica oleracea L. (Brassicaceae), Aristolochia 

birostris Ducht. (Aristolochiaceae), Coffea arabica L. e Coffea canephora Pierre ex A. 

Froehner (Rubiaceae) e apresentam propriedades biológicas importantes sob o ponto de vista 

medicinal (FRANÇA et al., 2005; KOSHIRO et al., 2007; SULTANA e ANWAR, 2008; 

GIORGI et al., 2010; MÜLLER et al., 2015). A hinoquinina é uma lignana cujas atividades 

tripanocida, imunomodulatórias, anti-inflamatória e anti-genotóxica foram comprovadas 

(SILVA et al., 2005; RAMOS et al., 2006; MEDOLA et al., 2007; SARAIVA et al., 2007). 

Quanto ao flavonol quercetina, existem estudos que comprovam suas atividades 

antioxidante, citotóxica, anti-inflamatória, hepatoprotetora e anti-câncer (TAPAS et al., 

2008; JOSHI et al., 2011; VEVERKA et al., 2015). Alguns exemplos das atividades 

biológicas do ácido clorogênico são: antioxidante, inibidor da formação de compostos 

mutagênicos e inibidor de danos no DNA in vitro (CASTELLUCCIO et al., 1995; KONO 

et al., 1995; SHIBATA et al., 1999; KASAI et al., 2000). 

 

3.5.2.1. Fatores que Influenciam na Composição Química de 

Extratos Vegetais 

 

Como apresentados em alguns exemplos, assim como os óleos 

essenciais, a composição química dos extratos vegetais pode ser influenciada por vários 

fatores, que inclusive, podem alterar suas atividades biológicas. Investigações químicas dos 

extratos de várias populações de Capparis orientalis Veill. e C. sicula Veill. ssp. Sicula 

(Capparaceae) demonstraram existir diferenças quanto ao acúmulo de vitamina E, γ-

sitosterol, ácido palmítico, substâncias fenólicas, entre outros, em função da espécie e das 

populações, bem como a existência de variações quanto a atividade antioxidante entre os 

extratos das populações, podendo isso estar associado à composição de solo, geografia, 

altitude e exposição solar (CONFORTI et al., 2011). 

Müller et al. (2015) constataram maior acúmulo de hinoquinina em 

extratos do caule de H. leucocephala quando comparado aos extratos de outros órgãos do 

vegetal, bem como maior produção da substância em função de radiação UV-B, sugerindo 

que a mesma contribui para a estabilização das paredes celulares do caule, conferindo maior 

estabilidade estrutural e resistência aos fatores ambientais. Também foi constatado por 

Müller et al. (2015) maior acúmulo de derivados de quercetina nos extratos das folhas de 
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plantas da espécie submetidas a altas quantidades de UV-B e PAR (radiação fotossintética 

ativa), o que pode estar relacionado à habilidade destas substâncias em eliminar espécies 

reativas de oxigênio e de participarem do processo de aclimatação vegetal aos diferentes 

regimes de luz. Aumento do acúmulo de compostos fenólicos após exposição à radiação UV-

B também foi comprovado por Kondo e Kawashima (2000). 

Influência da altitude e da radiação também podem causar alterações 

da propriedade antioxidante e modificar a composição química do extrato de A. collina. Em 

local com maior altitude (e, consequentemente de radiação), por exemplo, plantas da espécie 

acumularam nas folhas maior quantidade de ácidos fenólicos, em particular do ácido 

clorogênico e, consequentemente, maior atividade antioxidante do que plantas crescidas em 

local com menor altitude, sugerindo a participação destes compostos no processo de proteção 

vegetal contra danos oxidativos causados por fatores de estresse relacionados à altitude 

(GIORGI et al., 2010). 

Níveis significantes de variação na composição do extrato de folhas 

maduras de fenótipos químicos de uma população de Quararibea asterolepsis Pitt. 

(Malvaceae) em função de diferentes escalas espaciais (dois locais de coleta), fontes de 

variação ambiental (clareiras e sub-bosques) e do desenvolvimento de espécimes (indivíduos 

juvenis e adultos) foram verificados (BRENES-ARGUEDAS e COLEY, 2005). O principal 

grupo de metabólitos responsável pela diferença dos espécimes entre os locais de coleta 

respondeu às mudanças quanto à disponibilidade de luz, sendo acumulados em maior 

proporção em plantas de clareiras do que aquelas presentes em sub-bosques, ao passo que 

indivíduos juvenis também apresentaram maior acúmulo destes metabólitos.   

Além disso, o fato de indivíduos jovens vegetais apresentarem maior 

acúmulo de metabólitos em comparação aos adultos é consistente com a hipótese de que 

defesas são alocadas preferencialmente em função dos estádios ou estruturas consideradas 

mais vulneráveis ou valiosas (McKEY, 1979; RHOADES, 1979). 

 

3.6. Marcadores Moleculares 

 

Quando o objetivo é a efetiva conservação, manejo e a utilização 

eficiente dos recursos genéticos vegetais, ter o conhecimento da base molecular dos 

fenômenos biológicos torna-se crucial (MONDINI et al., 2009), sendo, para isto, utilizados 

os marcadores moleculares. 
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Os marcadores moleculares podem ser definidos como locos 

genéticos que podem ser facilmente rastreados e quantificados em uma população, podendo 

estar associados com um gene em particular ou um traço de interesse (HAYWARD et al., 

2015). Este tipo de marcador proporciona a detecção de genótipos superiores, o acesso a 

diversidade genética dentro de cultivares e germoplastmas, o exame da genética de espécies 

ameaçadas de extinção, a realização de análises de sistemas de cruzamento, de eventos 

gargalos e análises de outras características que podem afetar os padrões de diversidade 

genética (RAO e HODGKIN, 2002; OLIVEIRA et al., 2006; KORDROSTAMI e RAHIMI,  

2015). 

Devido a sua sensibilidade e especificidade, o uso de marcadores 

moleculares é cada vez mais frequente e baseia-se na ocorrência natural de polimorfismos 

no DNA (KUMAR et al., 2009; JINGURA e KAMUSOKO, 2015). O seu uso é o meio mais 

efetivo para o entendimento da base da diversidade genética (de VICENTE e FULTON, 

2003). 

Entre as vantagens da utilização dos marcadores moleculares, estão 

a obtenção de polimorfismos genéticos, identificação direta do genótipo sem a influência do 

seu ambiente, possibilidade de detecção de polimorfismos independente do status fenológico 

da planta e, no caso de marcadores codominantes, possibilidade de gerar maior quantidade 

de informação genética por loco (FALEIRO, 2007). 

Com a descoberta da técnica de Reação de Polimerização em Cadeia 

(PCR- Polymerase Chain Reaction) nos anos 80 por Kary Mullis, marcadores de DNA como 

RAPD (Randon Amplified Polymorphic DNA), SSR (Simple Sequence Repeats) ou 

microssatélites, AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), STS (Sequence Tagged 

Sites), CAPS (Cleaved Amplified Polymophic Sequence) ou PCR-RFLP, SSCP (Singe-

Strand Conformation Polymorphism), ISSR (Inter Simple Sequence Repeats), PCR-

sequencing e SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions) surgiram (COUTINHO et 

al., 2006). 

A PCR consiste na replicação enzimática do DNA em laboratório a 

partir de pequenos fragmentos sintéticos de nucleotídeos, denominados primers, 

complementares as sequências específicas que flanqueiam a região-alvo a ser amplificada 

(COUTINHO et al., 2006; SARTORETTO e FARIAS, 2010). Em todos os casos, a 

amplificação do DNA via PCR irá produzir múltiplas bandas que servirão para indicar a 

presença ou ausência de variação entre indivíduos (SCHLÖTTERER, 2004). 
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Marcadores codominantes, como RFLP, CAPS, SSCP e os 

microssatélites permitem fazer distinção entre os locos em heterozigose dos locos em 

homozigose (FALEIRO, 2007).  

 

3.6.1. Marcadores Microssatélites 

 

Também chamados de SSR (Simple Sequence Repeats) ou STR 

(Short Tandem Repeats), marcadores moleculares microssatélites são formados por 

sequências curtas de 1-6 bases nitrogenadas repetidas em “tandem” (ANTIQUEIRA, 2013). 

Codominantes, multialélicos em uma população e bialélicos em um indivíduo, constituem 

fração considerável do DNA não-codificante e são menos encontrados em regiões 

codificadoras de proteínas (YOU-CHUN et al., 2002; WAN et al., 2004; MIAH et al., 2013), 

representando regiões instáveis do genoma distribuídas aleatoriamente (ANTIQUEIRA, 

2013). Podem ser encontrados tanto em eucariotos como em procariotos. 

Marcadores microssatélites têm sido amplamente utilizados em 

estudos de genética de populações vegetais (CHASE et al., 1996; JADWISZCZAK et al., 

2012; CRUZ NETO et al., 2014; LAVOR et al., 2014; TANAKA et al., 2014), se mostrando 

ferramentas extremamente eficientes. Sua frequência é negativamente correlacionada ao 

tamanho do genoma (MORGANTE et al., 2002) e podem ser classificados como repetições 

mono-, di-, tri-, tetra- e hexanucleotídicas (WANG et al., 2009; MIAH et al., 2013). De 

acordo com o tipo de sequência repetitiva podem ser: perfeitos, sem interrupções na 

sequência, e.g., (AT)20; imperfeitos, quando existe interrupção por diferentes nucleotídeos 

que alteram o padrão do motivo repetitivo, por exemplo, (AT)12GC(AT)8; e compostos, onde 

existem dois ou mais motivos in tandem, por exemplo, (AT)7(GC)6 (HOSHINO et al., 2012). 

Em humanos e mamíferos, a repetição mais abundantes é a do dinucleotídeo CA, ao passo 

que em plantas são os motivos AT/TA (KALIA et al., 2011). 

A alta variação genética em muitos locos microssatélites caracteriza-

se pela alta heterozigosidade e presença de alelos múltiplos e, por ser um marcador 

seletivamente neutro, o grau de polimorfismo dos microssatélites é proporcional à taxa de 

mutação, que é estimada ser de 10-2 a 10-4 por geração (ELLEGREN, 2004; MIAH et al., 

2013). As mutações podem ser explicadas por erros durante a recombinação, crossing-over 

desigual e slippage (escorregamento) da polimerase durante recombinação ou reparo 

(OLIVEIRA et al., 2006).  
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Quanto à origem, é sugerido que microssatélites podem surgir 

espontaneamente através de eventos de inserções ou deleções que duplicam as sequências 

adjacentes, inicialmente formando proto-microssatélites ou através de elementos 

transponíveis, que inserem formas primitivas de microssatélites em localizações receptivas 

do genoma (ZHU et al., 2000; WILDER e HOLLOCHER, 2001; KALIA et al., 2011). 

A amplificação dos microssatélites é feita por primers ou iniciadores 

específicos, que complementam as regiões que os flanqueiam e cada segmento que é 

amplificado pode ter um tamanho diferente, correspondendo a um diferente alelo do mesmo 

loco (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998; WAN, et al., 2004). Seus principais atributos 

são fácil detecção pela reação de cadeia da polimerase (PCR), alto nível de diversidade 

alélica, natureza multialélica, codominância, alto nível de polimorfismo intraespecífico no 

loco, relativa abundância, cobertura extensiva do genoma (incluindo genomas organelares), 

alto rendimento na genotipagem, praticidade na integração e na comparação dos dados 

obtidos (MCCOUCH et al., 1997; HOSBINO et al., 2002; FALEIRO, 2007; PARIDA et al., 

2009; MIAH et al., 2013; SUN et al., 2014).  

Microssatélites são extensivamente utilizados em mapeamento 

genético e populacionais, bem como no estudo de inúmeras questões biológicas, desde nível 

individual, de família, populacional até de espécie (BUSCHIAZZO e GEMMELL, 2006). A 

codominância e o elevado polimorfismo, por exemplo, fazem dos microssatélites ideais para 

estudos de sistemas de cruzamento em populações, auxiliando na determinação da origem 

do pólen e do quanto de fecundação cruzada ou autofecundação ocorrem 

intrapopulacionalmente, possibilitando ao pesquisador elaborar estratégias in situ e ex situ 

de conservação (HOSBINO et al., 2002).  

A enorme diversidade alélica destes marcadores também 

proporciona caracterização acurada de indivíduos, bem como o monitoramento, ao longo 

das gerações, da transmissão de genes, acelerando o progresso na estimativa de parâmetros 

genéticos (CHASE et al.,1996).  

Microssatélites também são utilizados para acessar a variação 

genética em coleções de germoplasma para escolha de genitores em cruzamentos, no 

mapeamento e marcação de genes, mapeamento de genoma, estudos de estrutura 

populacional e de relações filogenéticas (KALIA et al., 2011).
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3.7. Diversidade Genética  

 

Aplicando das Leis de Mendel e de outros princípios genéticos em 

nível de populações inteiras de organismos, estudos de genética de populações buscam 

descrever as frequências alélicas, genotípicas e os fatores que influenciam nestas 

frequências. A combinação de dados moleculares com conjuntos de dados ambientais, 

biológicos e ecológicos em abordagens multidisciplinares permitem uma visão mais 

compreensiva dos processos evolucionários que afetam as populações, tais como a deriva 

genética e a seleção natural (HABEL et al., 2015).  

Com este tipo de estudos também é possível ter o entendimento da 

extensão e distribuição da diversidade genética, essencial para adotar estratégias efetivas de 

conservação (RAO e HODGKIN, 2002). A diversidade genética é a variação de alelos ou 

genótipos em um grupo de estudo e é frequentemente descrita através do polimorfismo 

(presença em uma espécie de dois ou mais alelos em um loco, onde o alelo mais comum tem 

frequência inferior a 0.99 ou 0.95), das heterozigosidades (observada e esperada) e da 

diversidade alélica  (FRANKHAM et al., 2004; ALLENDORF e LUIKART, 2007). 

Por definição, a heterozigosidade observada (HO) é a proporção 

observada de heterozigotos e a heterozigosidade esperada em equilíbrio de Hardy-Weinberg 

(HE), também conhecida como diversidade gênica (D), a proporção esperada de 

heterozigotos levando em conta a premissa de cruzamento aleatório (ALLENDORF e 

LUIKART, 2007). Para um único loco, 𝐻𝐸 = 1 − ∑ 𝑝𝑖
2𝑛

𝑖=𝑗 , onde pi é a frequência do i-ésimo 

alelo dos n alelos em um loco e 𝐻𝑂 = 1 − ∑ 𝑝
𝑖𝑖

, onde pii é a frequência observada de 

genótipos homozigotos do alelo i.  

Em uma população x para múltiplos locos, dados médios de HE e HO 

são a média aritmética sobre todos os locos e as divergências entre HO e HE podem ser 

utilizadas para inferir sobre a dinâmica populacional (por exemplo, excesso ou deficiência 

de heterozigotos na população).  

Como o número de alelos é altamente dependente do tamanho 

amostral (e.g. em maiores subpopulações espera-se maior quantidade de alelos) e resultados 

da comparação entre amostras de diferentes tamanhos podem ser viesados (ALLENDORF e 

LUIKART, 2007), o cálculo da riqueza alélica utilizando rarefação (RA) é uma alternativa. 
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Este método compara a quantidade de alelos de amostras com diferentes tamanhos, 

usualmente com base no menor tamanho amostral. 

Juntos, HO, HE e RA podem servir para descobrir como o fluxo 

gênico pode ser direcionado entre subpopulações. Em níveis suficientes, o fluxo gênico 

tende a homogeneizar as frequências alélicas (ELLSTRAND, 2014), mantendo o 

polimorfismo e a diversidade genética; o que consequentemente, exerce efeito na estrutura 

populacional.  

O fluxo gênico pode ser quantificado via métodos indiretos e diretos, 

sendo os diretos via corantes, marcadores morfológicos e análise de paternidade e os 

indiretos via o FST, alelos privados, autocorrelação espacial e coalescência (ZUCCHI, 2002).  

Através do FST, por exemplo, o número de migrantes por geração ou 

fluxo gênico aparente (Nm) (WRIGHT, 1951) é N𝑚 =
1

4
(

1

𝐹st
− 1), onde m é a taxa de 

migração, N o tamanho populacional, Nm o número de migrantes/geração e FST a proporção 

da variância genética total contida em uma subpopulação (S) em relação ao da variância 

genética total (T) (MALLET, 2001). 

Através da mutação também pode ocorrer ganho de diversidade 

genética (AMOS e HARWOOD, 1998; YANG et al., 2015). Este fator gera continuamente 

variação genética, mas a nova mutação persistirá somente se for benéfica ao indivíduo 

(WRIGHT, 2005).  

Em última análise, todos os alelos em todos os locos presentes em 

qualquer população surgiram como mutações (JOHNSTON, 2001) e três são os modelos 

propostos para explicar o papel da mutação na evolução de marcadores moleculares, o IAM 

(Infinitive Alleles Model) (KIMURA e CROW, 1964), o SMM (Stepwise Mutation Model) 

(KIMURA e OHTA, 1978) e o TPM (Two-Phase Model) (DI RIENZO et al., 1994). O IAM 

assume que cada novo alelo mutante é considerado diferente daquele que já existe na 

população (TAJIMA, 1996). No SMM, um novo alelo (microssatélite) tem origem a partir 

do momento em que ocorre o ganho ou a perda de uma repetição (SAINUDIIN et al., 2004), 

ao  passo que no TPM as mutações podem introduzir perda ou ganho de múltiplas unidades 

de repetição, sendo o mais apropriado para microssatélites. 

Mutação e fluxo gênico podem garantir o processo evolucionário de 

populações ou espécies, conferindo aos indivíduos habilidade de responder às ameaças de 

doenças, predadores, parasitas e mudanças ambientais (AMOS e HARWOOD, 1998). Uma 

vez que as diferenças no genótipo conferem aos indivíduos capacidades de sobrevivência e 
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reprodução diferenciais, através da seleção natural os alelos que aumentam o fitness 

aumentam gradualmente em frequência de geração a geração (HARTL e CLARK, 2010). 

Em contrapartida, a deriva genética pode resultar em diminuição da 

diversidade genética dentro de populações e aumento de diferenciação interpopulacional 

(COLE, 2003; HUANG et al., 2009b), tratando-se de uma flutuação aleatória das 

frequências alélicas, que pode levar à fixação (homozigose) e consequente redução do 

potencial evolucionário, principalmente, de populações pequenas (FRANKHAM, et al., 

2004).  

O sistema de cruzamento, a distribuição espacial e os fatores 

demográficos também devem ser considerados importantes no processo de distribuição da 

variação genética. O efeito gargalo, por exemplo, faz que uma população seja descendente 

de poucos antecedentes, gerando perda de diversidade genética.  

 

3.8. Estrutura Genética Populacional 

 

A estrutura populacional é caracterizada pelo número de 

subpopulações intrínsecas à população, bem como pela frequência dos diferentes alelos em 

cada subpopulação e o grau de isolamento genético destas (CHAKRABORTY, 1993). Trata-

se, portanto, do desenvolvimento de uma distribuição não aleatória dos alelos em uma dada 

escala espacial que é resultante da dispersão limitada de indivíduos, da seleção, deriva 

genética e do histórico da população (ALBERTO et al., 2005). 

Os efeitos do cruzamento não aleatório sobre as frequências 

genotípicas podem ser medidos pela comparação da frequência esperada de heterozigotos 

em equilíbrio HW (HE) com a observada (HO) através do índice de fixação (F), onde 𝐹 =

𝐻𝐸−𝐻0

𝐻𝐸
. Este índice compara quanto de heterozigosidade está presente em uma atual 

subpopulação relativo aos níveis esperados de heterozigosidade levando em conta 

cruzamento ao acaso (HAMILTON, 2009).  

Valores de F variam entre uma escala de +1 a -1 e valores próximos 

a +1 indicam excesso de homozigotos e de -1 excesso de heterozigotos. 

As extensões de F são as estimativas FIS, FST e FIT e são conhecidas 

como Estatísticas-F ou Índices de Fixação de Wright (WRIGHT, 1951, 1965). Elas podem 

ser utilizadas para o estudo de casos mais complexos, envolvendo múltiplas subpopulações, 

onde existem desvios das frequências esperadas de heterozigotos em nível inter e 
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intrasubpopulacional, devido à estrutura populacional e cruzamento não aleatório, 

respectivamente (HAMILTON, 2009). Estes parâmetros são os mais amplamente utilizados 

para descrever estrutura populacional.  

Através do FIS é possível caracterizar o nível médio de endogamia 

relativo às subpopulações (coeficiente de endogamia), sendo 𝐹IS =
𝐻S−𝐻I

𝐻S
, onde HS é a 

heterozigosidade média esperada das subpopulações assumindo cruzamento aleatório dentro 

de cada subpopulação e HI a heterozigosidade média observada das subpopulações 

(HAMILTON, 2009). Com o FST estima-se o coeficiente de engodamia devido à 

diferenciação entre as subpopulações em relação à população total, sendo 𝐹ST =
𝐻T−𝐻S

𝐻T
, onde 

HT é a heterozigosidade esperada da população total assumindo cruzamento ao acaso dentro 

das subpopulações e nenhuma divergência das frequências alélicas entre subpopulações, 

sendo 𝐻T =  2�̅��̅�, onde �̅��̅� são as frequências alélicas médias para todas as subpopulações 

(HAMILTON, 2009).  

Amplitudes do FST podem ser classificadas em diferentes formas, 

implicando em diferentes consequências biológicas para a espécie quanto à estruturação 

genética. Segundo Wright (1978), um valor de FST variando de 0 a 0.05 é indicativo de 

pequena diferenciação genética, entre 0.05 a 0.15 é um indicativo de ocorrência de 

moderada diferenciação genética, entre 0.15 a 0.25 a diferenciação genética pode ser 

considerada grande, ao passo que valores de FST acima de 0.25 são resultados de uma 

diferenciação genética muito grande entre subpopulações. 

Com o FIT estima-se o coeficiente de fixação total, onde 𝐹IT =
𝐻T−𝐻I

𝐻T
, 

referindo-se aos indivíduos em relação à população total (HAMILTON, 2009). As 

estatísticas FIS, FST e FIT são medidas análogas às estimativas f, θ e o F de Weir e Cockerham 

(1984).  

Com base na estatística bayesiana levando em conta o método 

MCMC (Monte Carlo via cadeias de Markov), pacotes estatísticos, como, por exemplo, o 

STRUCTURE (PRITCHARD et al., 2000) também são utilizados para o estudo de estrutura 

populacional, atribuição de indivíduos a populações e identificação de migrantes. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

Este tópico é dividido em três seções, referentes às metodologias do 

estudo genético (biologia molecular) (seção 4.1.), estudo de composição química dos óleos 

essenciais e extratos (seção 4.2.) e estudo in vitro da atividade tripanocida dos óleos 

essenciais e extratos de L. pinaster (seção 4.3.). 

A Figura 3 mostra um mapa geral dos procedimentos metodológicos 

utilizados, sendo que as caixas em verde indicam o esquema geral do estudo de biologia 

molecular; as caixas em amarelo, o esquema geral do estudo de composição química dos 

óleos essenciais; as caixas em rosa, o esquema geral do estudo de composição química dos 

extratos; e as caixas em laranjado, o esquema geral do estudo da atividade tripanocida in 

vitro dos óleos essenciais e dos extratos de L. pinaster.  
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Figura 3. Mapa geral dos procedimentos metodológicos utilizados. 
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4.1. Estudo de Diversidade Genética e Estrutura Populacional de Lychnophora 

pinaster utilizando Marcadores SSR  

 

4.1.1. Coleta do Material Vegetal  

 

Foram coletadas, nos anos de 2011, 2012 e 2015, folhas jovens de 

sete populações naturais de L. pinaster distribuídas ao longo das regiões sul e sudeste do 

Estado de Minas Gerais (FIGURA 4) denominadas de Poço Bonito (PB); Serra do Sofá (SS); 

Serra da Arnica (SA); Serra do Salto (SSa); Serra Branca (SB); Areia Branca (AB) e Ouro 

Branco (OB). A distância entre populações variou de no mínimo, aproximadamente, 1.6 km 

entre as populações SB e AB, e no máximo, aproximadamente, 152 km entre OB e as 

populações provenientes da região sul (PB, SS, SA, SSa, SB, AB). A altitude variou de 940 

m (população SS) até 1292 m (população SSa) (TABELA 2). 

 

Figura 4. As sete populações de Lychnophora pinaster utilizadas. Destacadas em laranja as 

populações (OB, AB, SSa) coletadas para o estudo de composição química dos óleos 

essenciais e extratos.  
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Tabela 2. Origem e dados de coleta das populações nativas de Lychnophora pinaster, Minas Gerais, Brasil. 

Nome da população Sigla 

Número 

de 

indivíduos 

Localidade 

/Região 

Posição Geográfica 

Altitude (m) 

Número do 

Voucher Latitude (S) Longitude (W) 

Poço Bonito PB 20 Ingaí-Lavras/Sul 21º20'03.6" 44º58'20.5" 1044 UEC 167209 

Serra do Sofá SS 28 Ingaí-Itumirim/Sul 21°21'30.4" 44°51'31.4" 940 UEC 167208 

Serra da Arnica AS 25 Luminárias-Ingaí/Sul 21º26’40.56” 44º56’29.9” 1055 UEC 179320 

Serra do Salto SSa 25 Carrancas/Sul 21º26’55.25” 44º38’17.54” 1292 UEC 179322 

Serra Branca SB 25 Carrancas/Sul 21º26’44.96” 44º35’15.95” 1124 UEC 179321 

Areia Branca  AB 25 Carrancas/Sul 21°27'26" 44°35'48.85” 1143 UEC 167207 

Ouro Branco OB 38 Moeda-Itabirito/Sudeste 20°20’19.6” 43°55’32.5” 1240  UEC 8 

 Total 186      
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O número de indivíduos coletados variou por população (TABELA 

2). Cada indivíduo foi etiquetado e dele foram obtidas as respectivas coordenadas 

geográficas (ANEXO). As folhas de L. pinaster coletadas foram armazenadas, 

individualmente, em tubos Falcon (50 mL) contendo sílica-gel e conduzidas ao Laboratório 

de Biologia Molecular do Centro de P&D de Recursos Genéticos Vegetais do Instituto 

Agronômico, Campinas - SP, onde foram armazenadas a -80ºC até extração do DNA. 

Foram preparadas exsicatas das sete populações amostradas e 

depositadas no herbário da Universidade Estadual de Campinas (TABELA 2). A 

identificação botânica da espécie foi feita pelo Prof. Dr. João Semir do Instituto de Biologia 

da Universidade Estadual de Campinas, especialista no gênero Lychnophora. 

 

4.1.2. Extração e quantificação de DNA 

  

A extração de DNA dos 186 indivíduos de L. pinaster foi feita a 

partir de 10 mg de material vegetal, previamente triturado em nitrogênio líquido, momentos 

antes de inciar o procedimento de extração do DNA, utilizando protocolo CTAB (DOYLE 

e DOYLE, 1990), com modificações, conforme a seguir. 

Em tubos de 2 mL identificados para cada indivíduo foi colocado o 

material vegetal triturado e adicionados 1 mL de tampão de extração CTAB 2%, pré-

aquecido a 65ºC, contendo: água Milli-Q (q.s.p.); TRIS (tris- (hidroximetil-aminometano)) 

– HCl pH 8.0 100 mM; NaCl 1.42 M; CTAB (brometo de cetiltrimetilamônio) 2%; EDTA 

(ácido etileno diamino tetracético) 20 mM pH 8; β-mercaptoetanol 0.2%; PVP 

(polivinilpirrolidona) 2%. Os tubos com tampão de extração + DNA foram fechados e 

agitados para homogeneização do tecido e, posteriormente, aquecidos em banho-maria 

(65ºC) por 60 minutos e, agitados a cada 15 minutos.  

A mistura foi resfriada em temperatura ambiente, a seguir foram 

adicionados 900 μL de clorofórmio-isoamílico (24:1), agitando-se levemente os tubos até a 

formação de uma emulsão homogênea, sendo, então, centrifugados por 5 minutos a 10000 

rpm; para a desnaturação e precipitação das proteínas. O sobrenadante (360 µL) foi 

transferido para tubos de 1.5 mL devidamente identificados, adicionando-se, nesta etapa, 

500 μL de isopropanol (2-propanol) gelado, misturando levemente até formar um 

precipitado. Os tubos foram mantidos à -20ºC por 30 minutos e, depois, centrifugados 

durante 10 minutos a 10000 rpm, Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o precipitado 
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(pellet) posto para secar em temperatura ambiente por 15 minutos. As próximas etapas 

constituíram: lavagem do pellet, com a adição de 500 μL de etanol 70% seguida por 

centrifugação durante 7 minutos a 12000 rpm e retirada do sobrenadante; adição de 500 μL 

de etanol 95% seguida por centrifugação durante 7 minutos a 12000 rpm e retirada do 

sobrenadante; secagem do pellet em temperatura ambiente; dissolução dos pellets utilizando 

60 μL de tampão TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM de EDTA, pH 8,0) acrescido de 2 μL RNAse 

(10mg/mL); adição das amostras em banho-maria a 37ºC por 60 minutos para atividade da 

RNAse e, depois, as amostras foram deixadas sobre bancada overnight a temperatura 

ambiente e, por fim, armazenadas em freezer à –20º C. 

No Laboratório de Diversidade Genética e Melhoramento da Escola 

Superior de Agricultura Luiz de Queiroz da Universidade de São Paulo, Campus de 

Piracicaba – SP, foi feita verificação das amostras dos DNAs em eletroforese com gel de 

agarose 1%, corado com Syber Green®. A visualização da quantificação de DNA foi por 

meio de um transluminador ultravioleta e a quantificação realizada por meio de comparações 

entre o tamanho e a intensidade das bandas do DNA com as bandas de concentrações 

conhecidas de DNA do fago λ (12.5, 25, 50, 100 e 200 ng/μL). 

Após a quantificação do DNA extraído, realizou-se diluição das 

amostras com água ultra-pura até a concentração de trabalho, aproximadamente, 5 ng/μL. 

 

4.1.3. Amplificação e Determinação dos Microssatélites 

 

Treze locos microssatelites descritos e testados durante screening 

preliminar em L. pinaster (HABER et al., 2009) foram avaliados. Foram utilizados para 

análise oito locos que apresentaram polimorfismo (TABELA 3).  

 

  



 
40 

 

Tabela 3. Marcadores microssatélites utilizados, sequência dos primers, motivo, 

classificação do motivo, produto (pb) e nº de acesso no Genbank. 
Primer Sequência Motivo Classificação Produto 

(pb) 

Nº acesso 

no 

Genbank 

Lpin 4 F: CGG GTC ACA TAT TAC TCG CC 

R: ATA ATG GGC TCC ACG AAA CA 

(AC)5 

(AG)20 

Composto 

interrompido 

161 BV722920 

Lpin 6 F: AGT TCA GCT GTT TAG GGG CA 

R: GCT GGA ACC CGT TAT TGC TA 

(TA)5 

(AC)16 

Composto 

interrompido 

284 BV722922 

Lpin 9 F: GGT TGG CGA AAG ACA GAG AA 

R: CAC AAT CCT AGC CCA ACC AC 

(TAAAA)2 

(AAAAG)2 

(GA)14 

(AAAGG)2 

Composto 

interrompido 

268 BV722924 

Lpin 11 F: GCA CGG CTG GTC ACT AAT CT 

R: GAA GTT CCA TGG CCT ACC AA 

(TC)11 Perfeito 230 BV722926 

Lpin 13 F: TTG AAG GCT CAA GGT TTT GG 

R: CCC ATC GCA CCG AAT AAT AA 

(TC)19 Perfeito 296 BV722927 

Lpin 14 F: TAG TGC CAA AGA GCA GCA AA 

R: CAA AAA TGG GTC TCT TTT CAT 

TTC 

(CT)22 Perfeito 182 BV722928 

Lpin 16 CGG TTT GGA CAA AAA GGT GG 

GAT TGG GAG ATT TGG AAG CA 

(TC)7 

(ATTTG)2 

(TTG)5 

(TTG)4 

Composto 

interrompido 

179 BV722929 

Lpin 17 F: AGA ACG AAT CAT ACG GGT GC 

R: CCA AAG AGC AGA AGG ATT GC 

(ACCTG)2 

(AC)14 

Composto 

interrompido 

179 BV722930 

*Desenvolvido por Harber et al. (2009). 

 

As reações de polimerase em cadeia (PCRs) foram realizadas em um 

volume final de 20 μL contendo 2 µL de buffer 10X; 1.0 µL de dNTPs 2.5 mM; 0.4 µL de 

BSA 2.5 mM; 0.2 µL de cauda M13 10 mM (CACGACGTTGTAAAACGAC), 

complementar às sondas contendo fluorescências IRDye700 e IRDye800; 1 µL de DNA 

molde ≅5ng/µL; 1 µL de Taq DNA polimerase (Invitrogen). Variou-se o volume de primer 

10 mM, o volume e a concentração de MgCl2 (25-50 mM) e, também, variou-se a 

temperatura de anelamento (50-52ºC) (TABELA 4). O volume final da reação foi 

completado com água ultra-pura. 

As amplificações foram realizadas em termociclador (Bio-Rad My 

Cicler) e, para os primers Lpin 4 a 16, foi utilizada a seguinte programação: desnaturação 

inicial a 94ºC por 2 min; 32 ciclos de 94ºC por 1 min, temperatura apropriada de anelamento 

por 1 min, 72ºC por 10 min. Para o primer Lpin 17 a programação utilizada foi: desnaturação 

inicial a 95ºC por 5 min; 10 ciclos de 94ºC por 30 s, 50ºC por 45 s, 72ºC por 45 s; 30 ciclos 

de 94ºC por 30 min, 40ºC por 45 s, 72ºC por 45 s, 72ºC por 10 min. 
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Tabela 4. Condições para amplificação dos primers. Temperatura de anelamento (TA), 

volumes (µL) e concentração de MgCl2, volume de primers forward (F) e reverse (R), tipo 

de fluoróforo (M13) e volume de Taq DNA polimerase utilizados para amplificação dos oito 

locos microssatélites utilizados na genotipagem dos 186 indivíduos de Lychnophora 

pinaster.  

Nº 

Primer 

TA 

(ºC) 

MgCl2 
F 

(10 mM) 

R 

(10 mM) 

M13 

(10 mM) 

µL 

25 

mM 

50 

mM ------------µL----------- IRDye700 IRDye800 

Lpin 4 50 1.6 X  0.32 0.4 X  

Lpin 6 50 1.0  X 0.32 0.4  X 

Lpin 9 52 1.0  X 0.32 0.4  X 

Lpin 11 50 1.3  X 0.32 0.4 X  

Lpin 13 50 1.0  X 0.32 0.4  X 

Lpin 14 50 1.0  X 0.32 0.4 X  

Lpin 16 50 1.0 X  0.32 0.4 X  

Lpin 17 50 3.0 X  1.00 1.00 X  

*X= na coluna, indica as concentrações de MgCl2 ou o fluoróforo utilizados. 

 

A eletroforese foi feita em genotipador automático LI-COR DNA 

ANALYSERS 4300 (LI-COR®) em gel de poliacrilamida 6.5% pré-aquecido por 30 min. 

0.25 µL de um marcador 10 mM contendo fragmentos de 50 a 350 pb marcados com 

fluorescências IRDye700 e IRDye800 também foi aplicado. Imagens em formato eletrônico 

dos géis foram geradas automaticamente durante a eletroforese para cada um dos pares de 

primers e, posteriormente, as imagens utilizadas para determinação do tamanho dos alelos 

obtidos em cada loco através dos programas SAGA LITE e SAGA MX GENERATION 

(LICOR®) (mapa metodológico FIGURA 3). 

 

4.1.4. Análises Estatísticas 

 

4.1.4.1. Variabilidade genética  

 

Níveis de diversidade genética dentro e entre populações foram 

descritos pelo cálculo dos seguintes parâmetros: frequência alélica, AT: número total de 

alelos; A: número médio de alelos por população; AP: alelos privados; AR: alelos raros; HO: 

heterozigosidade observada; HE= heterozigosidade esperada; FIS: coeficiente de endogamia; 

Ta: Taxa de cruzamento aparente; RA: riqueza alélica. As estimativas AT, HO, HE, RA e FIS 

foram estimados para cada população utilizando o pacote DIVERSITY (KEENAN et al., 
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2013) da plataforma R v. 3.1.2, e AP através do software GDA (LEWIS e ZAYKIN, 2001). 

Os intervalos de confiança foram obtidos por meio de 1000 reamostragens bootstrap. Como 

as populações apresentaram tamanhos amostrais diferentes, as estimativas de RA foram 

corrigidas com base no menor tamanho amostral através de rarefação (HURLBERT, 1971). 

Ta foi estimada conforme procedimento descrito por Weir (1996) e Vencovsky (1994), de 

acordo com a equação: 

 

                       Ta= 1- 

 

Onde Ta = taxa de cruzamento aparente e f = índice de fixação da 

espécie. 

 

O f de Weir e Cockerham (1984) (análogo ao FIS de Wright) foi 

estimado pelo software FSTAT v. 2.9.3.2 (GOUDET, 1995). O teste exato, feito para 

verificar se as populações aderem às proporções do Equilíbrio de Hardy-Weinberg (HWE) 

e o teste para a detecção de desequilíbrio de ligação (DL) foram ambos feitos através do 

software GENEPOP v. 3.1 (RAYMOND e ROUSSET, 1995). DL foi estimado segundo Guo 

e Thompson (1992), mediante o algoritimo da cadeia de Monte Carlo Markov (100 batches, 

5000 iterações). Foi aplicada correção de Bonferroni (HOLM, 1979) ajustando-se o nível de 

significância (5%) ao número de testes aplicados.  

 

4.1.4.2. Estrutura Populacional 

 

O software FSTAT v. 2.9.3.2 (GOUDET, 1995) também foi usado 

para estimar o θ de Weir e Cockerham (1984) (equivalente ao FST de Wright). A correção de 

θ (WEIR e COCKERHAM, 1984) para alelos nulos foi calculada utilizando o software 

FREENA (CHAPUIS e STOUP, 2007). O FST par a par e os intervalos de confiança (1000 

bootstraps) foram estimados pelo pacote HIERFSTAT (GOUDET, 2005) da plataforma R. 

Análise de Variância Molecular (AMOVA) foi realizada pelo software ARLEQUIN v. 3.1 

(EXCOFFIER et al., 2005) e a inferência sobre o fluxo gênico feita pelo método indireto do 

FST, sendo estimado o número de migrantes por geração (Nm) (WRIGHT, 1951) para o 

conjunto de populações estudadas. 

 (1-f) 

(1+f) 
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 A estrutura das populações também foi avaliada pelo método de 

agrupamento Bayesiano utilizando o programa STRUCTURE v. 2.3.4 (PRITCHARD et al., 

2000). O número mais provável de clusters (K) foi determinado pelo condicionamento dos 

dados a valores de K variando de 1 a 10, 500.000 burn in e 106 iterações, repetidos 20 vezes. 

Para determinar o número mais provável de K foi utilizado o método de Evanno et al. (2005) 

baseado na medida ad hoc ΔK pelo software online STRUCTURE HARVESTER v. 0.6.93 

(EARL e VON HOLDT, 2012). 

A correlação das matrizes de distâncias “genética vs geográfica” e 

“genética vs altitude” foi realizada pelo teste de Mantel utilizando o método de Monte Carlo 

com 1000 permutações e o índice de correlação de Pearson ao nível de 5% de significância 

através do software PAST v. 3 (HAMMER et al., 2001). As matrizes de distância geográfica 

e de altitude entre populações foram calculadas através do software PROGRID v. 1.1, do 

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE), utilizando como dados de entradas os 

parâmetros latitude, longitude e altitude, registrados para cada indivíduo. A matriz de 

distância genética de Nei (1972) foi calculada através do pacote ADEGENET (JOMBART, 

2008) da plataforma R v.3.1.2. 

Foram utilizados dois métodos para detectar potencial redução de 

tamanhos populacionais pelo software BOTTLENECK v. 1. 2. 02 (CORNUET e LUIKART, 

1996; PIRY et al., 1999), onde recente redução do tamanho populacional efetivo foi testada 

sobre o modelo de duas fases (Two Phase Model ou TPM) (DI RIENZO et al., 1994) e o 

modelo de mutação stepwise (Stepwise Mutation Model ou SMM) (KIMURA e OHTA, 

1978). A significância levando em conta TPM e SMM foi estimada usando o teste Two-

tailed de Wilcoxon e o teste de Sinal. 

 

4.2. Estudo da Composição Química dos Óleos Essenciais e dos Extratos 

Etanólicos das Populações de Lychnophora pinaster  

 

Para o estudo da caracterização química de L. pinaster foram 

selecionadas três populações, as quais foram coletadas em fevereiro de 2015, com base nos 

resultados do estudo genético, sendo o critério de escolha características genéticas 

diferenciadas. Foram escolhidas, portanto, a população da região sudeste (Ouro Branco, 

OB), localizada entre os municípios de Moeda e Itabirito, e duas da região sul (Areia Branca, 

Serra do Salto; AB, SSa), localizadas no município de Carrancas (FIGURA 4).  
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Partes aéreas (aproximadamente 150g) dos indíviduos das 

populações OB, SSa, AB foram coletadas. Os indivíduos amostrados nas três populações 

foram os mesmos coletados no estudo genético (TABELA 2).  

Para o estudo da caracterização dos princípios ativos dos extratos 

etanólicos foram coletadas partes aéreas de uma amostra composta de indivíduos das 

populações OB, SSa e AB, consistindo em uma amostra por população. 

 

4.2.1. Coleta e Beneficiamento do Material Vegetal 

 

O material vegetal coletado dos indivíduos de L. pinaster para o 

estudo dos óleos essenciais (total 55 indivíduos: 27 em OB, 11 em AB e 17 em SSa ) foi 

armazenado, individualmente, em sacos plásticos identificados e transportados ao 

Laboratório de Produtos Naturais do Instituto Agronômico, Campinas - SP. O mesmo 

procedimento foi adotado para as amostras (amostra composta das populações) destinadas 

ao preparo dos extratos (1 amostra por população).  

 

4.2.2. Análise dos Solos dos Locais de Coleta das Populações  

 

A caracterização quanto à fertilidade dos solos dos três locais de 

coleta foi realizada com base na análise química de macro e micronutrientes. Foram 

coletadas aleatoriamente quatro amostras do solo da área de coleta da população OB com 

pá, devido ao solo superficial e pedregoso, que impossibilitou o uso de trado e a coleta do 

solo a 20 cm de profundidade, que é o procedimento padrão. As amostras foram 

encaminhadas para o Laboratório de Solos da Faculdade de Ciências Agronômicas da 

Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho”, Botucatu/SP. 

Os dados das amostras de solo das populações AB (n=10) e SSa 

(n=9) foram obtidos de estudos prévios (ISOBE, 2012; SILVA, 2013). O prodecimento de 

coleta e da análise da fertilidade do solo foram os mesmos realizados para a população OB. 

 

4.2.3. Extração dos Óleos Essenciais das Folhas 

 

Os óleos essenciais das folhas de cada indivíduo foram então 

extraídos por meio de hidrodestilação em aparato Clevenger por período de duas horas. Após 
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extração, os óleos essenciais foram armazenados em frascos de vidro de 5 mL, e mantidos a 

4ºC até o momento do cálculo de rendimento e da análise de composição química (mapa  

metodológico FIGURA 3).  

O rendimento de óleo essencial foi calculado individualmente em 

base seca de material vegetal. A umidade do material vegetal de cada indivíduo utilizado nas 

extrações de óleo essencial foi obtida a partir da secagem de 4g de folhas, em triplicata, 

acondicionadas em sacos de papel e secas em estufa de circulação forçada de ar a 40ºC até 

obtenção de peso constante. 

 

4.2.4. Análise da Composição Química dos Óleos Essenciais 

 

As análises qualitativas dos óleos essenciais foram realizadas em 

cromatógrafo a gás acoplado a espectrômetro de massas (GC-MS, Shimadzu, QP-5000), 

dotado de coluna capilar de sílica fundida OV - 5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 μm, Ohio Valley 

Specialty Chemical, Inc.), operando por impacto de elétrons (70 eV), injetor a 240°C, 

detector a 230°C, modo de injeção split (1/20).  

Os óleos essenciais foram diluídos em acetato de etila (1 mg óleo 

essencial/ 1 mL solvente), grau cromatográfico, hélio como gás de arraste (1.0 mL/min.), 

volume de injeção (1 µL) e o seguinte programa de temperatura: 60°C - 180°C, 3°C. min-1; 

180ºC - 240°C, 10°C. min-1 para as populações AB e SSa, e para OB  60ºC – 240ºC, 3ºC. 

min-1. As análises foram feitas em triplica. 

A quantificação dos óleos essenciais pelo método de normalização 

de áreas foi conduzida por cromatografia a gás com detector por ionização em chama 

(Shimadzu, modelo GC-2010, GC-FID), empregando-se as mesmas condições operacionais 

das análises por GC-MS.  

Os índices de retenção foram obtidos por meio da injeção de uma 

série de n-alcanos (C9-C24 - Sigma Aldrich 99%), aplicando-se a equação de Van den Dool 

e Kratz (VAN DEN DOOL e KRATZ, 1963). 

A identificação dos constituintes químicos foi efetuada através da 

análise comparativa dos espectros de massas das substâncias com o banco de dados do 

sistema CG/EM (NIST 62.lib) e índices de retenção (ADAMS, 2007). 
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O rendimento dos extratos etanólicos foi calculado seguindo a 

mesma metodologia para os óleos essenciais. Porém, para este caso, o cálculo foi realizado 

em base seca de amostras compostas de cada população. 

 

4.2.4.1 Análises Estatísticas 

 

As diferenças entre altitudes e rendimentos médios populacionais 

dos óleos essenciais foram avaliadas através de análise de variância e as médias comparadas 

pelo teste Tukey ao nível de 5% de probabilidade, software XLSTAT v.2015 

(ADDINSOFT®, 2015). 

Para análise interpopulacional da composição química do óleo 

essencial e dos solos de origem foram utilizadas Análise de Componentes Principais (PCA), 

Análise de Cluster Aglomerativa Hierárquica (HCA) (algorítimo UPGMA, índice de 

dissimilaridade da distância Euclidiana) e Análise Discriminante (DA), software XLSTAT 

v.2015 (ADDINSOFT®, 2015). 

Para as análises multivariadas foi realizado pré-processamento dos 

dados utilizando autoescalemento (AS), onde matrizes Xij(AS) foram obtidas quando os 

parâmetros originais de cada amostra da matriz Xij foram subtraídos da média 𝑿j e divididos 

pelo desvio padrão Sj da variável (Xij(AS)= Xij-𝑿j/Sj), tendo média igual a zero (0) e desvio 

padrão igual a um (1).  

Nos modelos DA os dados autoescalados foram submetidos à 

MANOVA (Teste do Lambda de Wilks Multivariado, alfa= 0.05) e, em seguida, foi feito o 

Teste de Igualdade das Médias das Classes (UTEMC) para avaliar a igualdade ou não das 

médias entre classes da DA variável por variável, software XLSTAT v.2015 

(ADDINSOFT®, 2015). 

Através da Análise de Redundância (RDA) foi analisado se a 

variação contida no óleo essencial de L. pinaster tende a ser explicada pelos fatores altitude, 

latitude, longitude e composição dos solos de origem das populações. As análises RDA 

foram conduzidas através do software XLSTAT v.2015 (ADDINSOFT®, 2015). O teste de 

permutação de Monte Carlo foi aplicado considerando 500 permutações aleatórias para 

avaliar a existência ou não de relação linear (p-valor<0.005) entre as matrizes.  

A análise de correlação entre os dados genéticos (SSR), químicos 

(dados óleos essenciais) e distância geográfica (latitude; longitude) foi realizada também 
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pela correlação simples e parcial das matrizes das distâncias Euclidianas (10.000 

permutações), onde se estimou a correlação entre duas matrizes e, posteriormente, controlou 

o efeito de uma terceira. Foi utilizado o software XLSTAT v.2015 (ADDINSOFT®, 2015) 

para o cálculo das distâncias Euclidianas e a realização dos testes de Mantel e Mantel parcial.  

 

4.2.5. Obtenção dos Extratos Etanólicos 

 

O procedimento para obtenção dos extratos se deu por extração a 

frio, pelo método de maceração.   

Material vegetal (caule, ramos e folhas) de cada população, 

previamente seco a temperatura ambiente, foi picado manualmente com tesoura de poda e 

acondicionado em frasco de vidro com tampa. A seguir foi adicionado álcool etílico 96º GL 

até completa imersão do material vegetal e a solução mantida a temperatura ambiente, por 

sete dias. Para a população OB foram utilizados 880.7 g de material vegetal e 17 L de etanol; 

população SSa, 721.5 g de material vegetal e 10.5 L de etanol; para a população AB, 1203.5 

g de material vegetal e 14.5 L de etanol. 

A seguir, a solução foi filtrada em papel filtro e o solvente removido 

em evaporador rotativo a temperatura de 60ºC. Os extratos foram armazenados em frascos 

de vidro e acondicionados em dessecador até obtenção de peso constante para o cálculo do 

rendimento e análise da composição química (mapa metodológico FIGURA 3).  

 

4.2.6. Análise dos Extratos por UHPLC-MS 

 

As análises dos princípios ativos dos extratos pertencentes as classes 

dos fenilpropanóides, sesquiterpenos, lactona sesquiterpênica, flavona e flavonol (TABELA 

1) foram realizadas por Cromatografia Líquida de Ultra-Alta Eficiência acoplada a 

Espectrometria de Massas (UHPLC-MS) no Laboratório de Metabolômica e Espectrometria 

de Massas (LabMetaMass) do Instituto de Biologia da Unicamp. 

Para as análises foi utilizado um Cromatógrafo UPLC® Acquity da 

Waters. A coluna utilizada foi uma C18 BEH Acquity da Waters (1.7 μm x 2.1 mm x 50 

mm) com temperatura do forno em 30 °C. A eluição das amostras foi feita por gradiente, 

com fluxo de 200 μL min-1, utilizando como fase móvel-A água purificada (Milli-Q) com 
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0.1% de ácido fórmico e como fase móvel-B metanol (grau cromatográfico), conforme 

descrito na Tabela 5. 

 

Tabela 5. Gradiente otimizado para análise do extrato etanólico por UHPLC-MS. Fase 

móvel A- água purificada (Milli-Q) com 0.1 % de ácido fórmico e como fase móvel B- 

metanol 

Tempo (min) %A (H2O) %B (MeOH) 

Inicial 95.0 5.0 

8.00 0.0 100.0 

8.50 0.0 100.0 

8.60 95.0 5.0 

10 95.0 5.0 
 

Foi usado um espectrômetro de massas triplo-quadrupolar (TQD-

Acquity da Waters) com ionização por eletrospray (ESI) realizando varredura em modo 

negativo nas seguintes condições: capilar de 3000 V, cone de 35 V, extrator de 1.0 V, 

temperatura da fonte de 150 °C e temperatura de dessolvatação de 300 °C. Espectros ESI-

MS/MS em modo negativo foram adquiridos para os íons dos princípios ativos da Tabela 1 

que foram registrados nas amostras. 

Para tanto, foram pesados em vials 9.4, 9.2 e 8.9 mg de amostras dos 

extratos das populações AB, OB e SSa, respectivamente. As amostras foram diluídas em 

1000 µL de metanol, grau cromatográfico, e homogeneizadas em ultrassom por 

aproximadamente 5 minutos, sendo designadas de solução estoque. Alíquotas de 100 µL das 

soluções estoque foram transferidas para vials de 2 mL e adicionados 900 µL de metanol. 

Alíquotas de 10 µL de cada amostra foram injetadas em UHPLC-MS para a realização do 

fingerprinting, que foi realizado sem separação cromatográfica, por espectrometria de 

massas, com ionização por electrospray (ESI) e injeção direta por seringa.  

Em seguida, a separação cromatográfica foi utilizada para a busca 

dos íons dos princípios ativos da Tabela 1 (pag. 35) utilizando o recurso Cromatograma de 

Íons Extraídos (XIC, Extracted Ion Chromatogram). Para tanto, alíquotas de 100 µL das 

amostras de extratos incialmente diluídas em metanol (solução estoque) foram transferidas 

para vials e diluídas com 900 µL de água Milli-Q e, destas alíquotas de 7 µL injetadas no 

UHPLC-MS. 

Para a identificação dos princípios ativos foram utilizados os padrões 

comerciais da quercetina (1.4 mg) (Sigma, 98%), vitexina (1 mg) e do ácido clorogênico 
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(1.3 mg) (Sigma, 95%). Adicionalmente, foram utilizados os padrões da rutina (1.5 mg) 

(Sigma, 95%) e do ácido p-cumárico (1 mg) (Sigma-Aldrich, 99%) 

Alíquotas de 7.0 µL de uma solução contendo cerca de 100 µg de 

cada padrão (valores corrigidos pelo peso exato utilizado de cada padrão inicialmente) por 

mL de água Milli-Q foram injetadas em UHPLC-MS para a determinação dos tempos de 

retenção (tR). Os tRs dos padrões foram comparados com os dos princípios ativos dos 

extratos.   

A análise quantitativa dos analitos foi feita pelo método de padrão 

externo. Para a curva de calibração foram preparadas soluções nas seguintes concentrações: 

quercetina (0.14, 0.7, 1.4, 7 e 14 µg/mL), ácido clorogênico (0.065, 0.13, 0.65, 1.3 e 6.5 

µg/mL) e ácido p-cumárico (0.05, 0.1, 0.5 e 1 µg/mL) em água Mili-Q. Foram injetadas 7 

µL de cada solução-padrão nas mesmas condições operacionais dos extratos. 

As análises dos princípios ativos pertencentes às classes dos 

triterpenos e esteróides (TABELA 1) foram realizadas por GC/MS no Laboratório de 

Fitoquímica do Centro de P&D de Recursos Genéticos Vegetais do Instituto Agronômico, 

Campinas – SP.  Para cada população, aproximadamente 5 mg de extrato etanólico foram 

diluídos em 1 mL de álcool etílico P.A (99.5%) e injetado 1µL de solução no cromatógrafo 

a gás acoplado a espectrômetro de massas (GC-MS, Shimadzu, QP-5000), dotado de coluna 

capilar de sílica fundida OV - 5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 μm, Ohio Valley Specialty 

Chemical, Inc.), com ionização por impacto de elétrons (EI) (70 eV). Condições 

cromatográficas:  injetor a 240°C, detector a 230°C, gás de arraste hélio ( 1mL. m-1) , modo 

de injeção split (1/20). Programa de temperatura: 100ºC - 280ºC, 5ºC/min; 280ºC/20min.  

A identificação das substâncias foi realizada por meio da 

comparação do espectro de massas das substâncias com o banco de dados do sistema GC/MS 

e literatura e a injeção de padrão de estigmasterol nas mesmas condições analíticas das 

amostras.  

 

 

4.3. Estudo in vitro da Atividade Tripanocida dos Extratos Etanólicos e dos 

Óleos Essenciais de Populações de Lychnophora pinaster 

 

Os ensaios foram realizados no Laboratório Nacional de Biociências 

(LNBio) do Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM).  
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4.3.1. Cultura de Células 

 

Foram utilizadas células da linhagem celular U2OS (derivada de um 

paciente com osteossarcoma) e LLC-MK2 (isolada dos rins de Macaca mulatta). As células 

U2OS foram compradas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), Xerém, Rio de 

Janeiro e LLC-MK2 foi adquirida do laboratório do professor Sérgio Schenkman, 

Universidade Federal de São Paulo. O cultivo celular in vitro foi realizado em meio DMEM 

de alta glicose (HyClone), suplementado com soro bovino fetal (FBS) 10% (Gibco) e com 

os antibióticos estreptomicina 100 U/ml e penicilina 100μg/ml (Gibco), e mantidas em 

estufas a 37oC e 5% de CO2. 

 

4.3.2. Parasita Trypanosoma cruzi  

 

A cepa Y foi doada por Sérgio Schenkman (Universidade Federal de 

São Paulo).  

 

4.3.3. Composto de Referência e Amostras 

 

O composto referência benznidazol, utilizado comercialmente no 

tratamento da doença de Chagas, foi obtido da empresa Nortec Química (Duque de Caxias, 

RS, Brasil). As amostras dos óleos essenciais e extratos utilizadas foram as mesmas do 

estudo de composição química (Seção 4.2). 

 

 

4.3.4. Preparo das Amostras 

 

O benznidazol foi dissolvido em 100% dimetilsulfóxido (DMSO) na 

concentração de 40mM, enquanto as amostras naturais foram preparadas a uma solução 

estoque de 10 mg/mL, também em 100% DMSO. Alíquotas de pequeno volume foram 

estocadas sob -80oC. Com intuito de conservar as propriedades das amostras triadas, as 

alíquotas estocadas foram submetidas a ciclo de congelamento e descongelamento de no 

máximo três vezes.  
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A partir da solução estoque, as amostras foram diluídas 100x na 

placa de ensaio a fim de se obter uma concentração máxima na curva dose resposta de 

400µM e 100µg/mL para o benznidazol e amostras naturais (óleos essenciais/extratos), 

respectivamente; a concentração final de DMSO na placa de ensaio foi de 1%.     

 

4.3.5. Ensaio Anti-Tripanossoma cruzi 

 

Os ensaios foram conduzidos segundo Moraes et al. (2014). No 

primeiro dia, foram semeadas 700 células U2OS em placas pretas de 384 poços (Greiner 

Bio-One), em 40µl de DMEM alta glicose, com ajuda do dispensador automático Wellmate 

Liquid Handler (Thermo-Scientific) e incubadas por 24h, a 37°C/5% de CO2 (APÊNDICE 

1). No segundo dia, foram colhidos tripomastigotas do sobrenadante de cultura de células 

LLC-MK2 infectadas com T. cruzi, que foram adicionados na multiplicidade de 20 parasitas 

por células em 10µl de DMEM alta glicose e incubado por 24h a 37°C/5% de CO2 

(APÊNDICE 1). No terceiro dia, foram adicionados 10µL do benznidazol na concentração 

inicial de 400µM e das amostras de óleos essenciais e extratos de L. pinaster na concentração 

inicial de 100 µg/mL, seguidos de 14 pontos de diluição 2x (APÊNDICE 1); as amostras 

foram adicionadas em réplica na placa. Foram incluídos 16 poços de infecção na ausência 

de qualquer composto (apenas células U20S infectadas), denominado de controle negativo 

e 16 poços sem infecção (contendo apenas células U2OS), denominado de controle positivo; 

o volume final dos poços tratados foi de 60µL. Após 96 horas de exposição, prosseguiu-se 

com os passos de fixação e de lavagem com paraformaldeído 4% e DPBS. Após, a placa de 

ensaio foi corada utilizando corante de DNA fluorescente vermelho (DRAq5, Biostatus) que 

marca a célula hospedeira e núcleos de parasitas. Em seguida, a placa foi imageada no 

sistema automatizado de geração de imagem em alto conteúdo (Operetta, PerkinElmer). As 

imagens adquiridas em alta resolução (20x magnificado) foram analisadas com o software 

Harmony para identificação, segmentação e quantificação de núcleo e citoplasma da célula 

hospedeira e parasita intracelular (APÊNDICE 2). O ensaio foi realizado em duplicata (dois 

experimentos independentes)  

O fator estatístico Z´ foi adotado para avaliar a qualidade estatística 

do ensaio. Este mede a confiança da triagem, considerando a janela de separação entre os 

valores médios e os desvios entre os controles positivo e negativo.  

O Z´ pode ser calculado através da seguinte fórmula: 
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Z´= 1- [3*(DPp + DPn)/|(Mp – Mn)|] 

 

Onde DP corresponde ao desvio padrão, M corresponde à média, p 

representa o valor de taxa de infecção no controle positivo (células infectadas tratadas com 

Nifurtimox a 100µM) e n representa o valor da taxa de infecção no controle negativo (células 

infectadas tratadas apenas com DMSO 1%).  

Todos os experimentos foram avaliados por meio do Z´, sendo que 

se considerou como satisfatório o ensaio cujo este parâmetro fosse igual ou superior a 0.5. 

 

4.3.6. Definições 

 

Para os propósitos deste estudo, (i) EC50  foi definido como a 

concentração de composto correspondente a 50% da atividade normalizada após 96  horas 

de incubação. A potência dos compostos é relacionada ao valor de EC50, onde quanto mais 

potente o composto, menor é o valor de EC50; (ii) CC50 é definido como a concentração de 

composto correspondente à redução de 50% das células hospedeias em comparação ao 

controle negativo, onde maior o valor de CC50 menor é a citotoxicidade; (iii) Indice de 

Seletividade (IS) é definido como a razão entre o valor de CC50 e EC50. Quando o cálculo de 

CC50 não é possível, o valor de IS tende a ser maior do que a razão entre a concentração 

máxima de composto e EC50.  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1. Estudo de Diversidade Genética e Estrutura Populacional de Lychnophora 

pinaster Utilizando Marcadores SSR 

 

A extração de DNA dos 186 indivíduos de L. pinaster foi bem-

sucedida quando utilizado o protocolo CTAB (DOYLE e DOYLE, 1990), com as 

modificações sugeridas por Haber (2008) (FIGURA 5).  

O perfil de um gel obtido pelo sistema de eletroforese LI-COR, 

correspondendo ao loco Lpin 13, é apresentado na Figura 6. As imagens obtidas para cada 

loco foram utilizadas para determinação do tamanho dos alelos e, posteriormente, para a 

determinação dos parâmetros genéticos utilizados nos estudos de diversidade genética e 

estrutura populacional de L. pinaster. 
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Figura 5. Perfil do gel de agarose 1% corados com Syber Green®, mostrando a 

quantificação de vinte e uma amostras do DNA de Lychnophora pinaster.  

 
*As últimas cinco bandas correspondem aos padrões do DNA do bacteriófago Lambda à 12.5, 25, 50, 100 e 

200 ng/µL. 

 

Figura 6. Perfil de um gel obtido pelo sistema de eletroforese LI-COR, correspondendo ao 

loco Lpin 13.  

 
*Entre as linhas tracejadas está a região de amplificação deste loco. 

 

5.1.1. Variabilidade Genética 

  

Levando em conta a iminente necessidade de preservação de L. 

pinaster e a carência de estudos genéticos com a espécie, os marcadores SSR se mostraram 

uma ferramenta apropriada para ser utilizada neste tipo de estudo. 

As frequências alélicas de cada loco estão apresentadas na Tabela 6. 

Os três locos mais polimórficos foram Lpin14, Lpin 13 e Lpin 4 com, respectivamente, 20, 

17 e 13 alelos. Com os oito locos SSR foram gerados 81 alelos nos 186 indivíduos estudados 

e estes foram utilizados na análise genética populacional. 

 

Exemplo padrão de uma amostra ideal para amplificação  
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Tabela 6.  Frequência dos alelos observados em cada loco polimórfico nas populações de 

Lychnophora pinaster estudadas. As populações PB, SS, SA, SSa, SB e AB são provenientes 

da região sul e a população OB da região sudeste do Estado de Minas Gerais – Brasil.  

Loco Alelo 

População 

PB SS SA SSA SB OB AB 

Lpin 4 160 8.82 2.08 - - - - - 

 164 - 20.83 6.00 - - - - 

 167 - - - - 6.52 48.53 - 

 171 2.94 6.25 28.00 70.00 30.43 5.88 78.00 

 172 14.71 12.50 14.00 - - - - 

 173 5.88 22.92 16.00 - 4.35 8.82 - 

 175 8.82 16.67 16.00 28.00 36.96 11.76 12.00 

 179 - - - - - 7.35 2.00 

 180 - - 12.00 - - - - 

 181 20.59 4.17 2.00 - 15.22 10.29 2.00 

 183 38.24 14.58 4.00 2.00 - 2.94 - 

 185 - - 2.00 - 4.35 4.41 2.00 

 187 - - - - 2.17 - 4.00 

Lpin 6 247 - - - - - 36.36 - 

 289 - 4.76 6.25 - 6.82 - 16.67 

 291 76.92 52.38 83.33 82.00 90.91 - 73.81 

 293 - - - - 2.27 - 7.14 

 297 19.23 7.14 - - - - - 

 303 - - - - - 6.06 - 

 305 - - - - - 56.06 - 

 309 - - - - - 1.52 - 

 321 3.85 35.71 10.42 18.00 - - 2.38 

Lp9 280 - - 2.08 31.25 26.00 94.59 58.33 

 281 - - - - - - 2.08 

 284 61.11 51.85 64.58 68.75 34.00 - 16.67 

 286 27.78 33.33 31.25 - 20.00 - 22.92 

 288 11.11 14.81 2.08 - 20.00 5.41 - 

Lpin 11 245 - 9.26 35.42 2.27 - - - 

 248 36.84 18.52 25.00 27.27 56.00 - 47.83 

 250 - - - - 4.00 1.61 21.74 

 252 7.89 25.93 29.17 20.45 4.00 64.52 26.09 

 254 39.47 38.89 10.42 50.00 36.00 33.87 4.35 

 257 13.16 7.41 - - - - - 

 258 2.63 - - - - - - 

Lpin 13 291 - - - - - - 2.08 

 296 - - - - - 36.11 - 

 298 - - - - 2.17 - - 

 305 14.29 3.70 - - - 2.78 8.33 

 307 7.14 22.22 8.00 - - - 4.17 
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Tabela 6. Continuação... 

Loco Alelo 
População 

PB SS SA SSA SB OB AB 

Lpin 13 309 3,57 - - 2,00 - 30,56 2,08 

 311 - - - 24.00 - - - 

 313 7.14 42.59 52.00 44.00 - 2.78 8.33 

 315 14.29 20.37 20.00 28.00 73.91 13.89 47.92 

 316 - - - - 2.17 4.17 6.25 

 317 - - 4.00 - 15.22 2.78 4.17 

 319 46.43 7.41 - - - - 4.17 

 321 - 1.85 16.00 2.00 6.52 1.39 6.25 

 323 - 1.85 - - - 5.56 4.17 

 327 - - - - - - 2.08 

 328 3.57 - - - - - - 

 331 3.57 - - - - - - 

Lpin 14 164 - - - - - 80.30 - 

 166 - - - - - 12.12 - 

 168 - - - - 2.50 7.58 - 

 181 16.67 - - - - - 2.63 

 185 3.33 - - 13.64 2.50 - - 

 187 - 2.27 4.00 2.27 7.50 - - 

 189 16.67 - - - 2.50 - - 

 191 3.33 20.45 30.00 11.36 5.00 - - 

 192 - - - - 7.50 - 5.26 

 193 3.33 13.64 2.00 - 12.50 - 5.26 

 195 - 9.09 26.00 6.82 2.50 - 13.16 

 197 13.33 - 20.00 25.00 - - - 

 199 10.00 - - - 15.00 - 31.58 

 201 30.00 11.36 16.00 4.55 7.50 - 7.89 

 203 - 25.00 - 27.27 2.50 - 2.63 

 206 - 4.55 - - 7.50 - 5.26 

 207 - 4.55 - - 10.00 - 13.16 

 209 3.33 9.09 2.00 9.09 5.00 - 10.53 

 212 - - - - 5.00 - - 

 215 - - - - 5.00 - 2.63 

Lpin 16 195 26.47 30.77 46.00 26.00 14.00 16.22 32.00 

 197 58.82 69.23 54.00 74.00 86.00 83.78 68.00 

 199 14.71 - - - - - - 

Lpin 17 173 - - - - 13.04 1.61 - 

 179 50.00 - 10.42 48.00 - 22.58 5.88 

 181 26.47 72.00 31.25 40.00 80.43 25.81 94.12 

 183 14.71 8.00 47.92 8.00 - 37.10 - 

 185 - 2.00 2.08 2.00 6.52 12.90 - 

 187 8.82 6.00 8.33 - - - - 

  189 - 12.00 - 2.00 - - - 
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O número médio de alelos foi de 5.00±0.24, muito similar ao obtido 

por Haber et al. (2009) (5.82), que utilizando os mesmos primers, estudaram duas 

populações nativas da espécie provenientes da região sul de Minas Gerais. A população AB 

apresentou o maior número de alelos, AT= 45, e a população SSa o menor, AT=31 (TABELA 

7).  

Quanto ao número de alelos privados, média de 2.57±0.90, a 

população OB (região sudeste), mais distante das demais (aprox. 152 Km) (FIGURA 4 ), se 

destacou, com sete alelos privados (TABELA 7). Destes alelos, quatro são pertencentes ao 

loco Lpin 6 (309, 303, 305, 247), dois ao loco Lpin 14 (166 e 164) e um pertencente ao loco 

Lpin 13 (296) (TABELA 6). O alelo privado 164 foi o mais frequente (80.30%) na população 

OB, seguido do 305 (56.06%) (TABELA 6). A população SA apresentou um único alelo 

privado (180) no loco Lpin 4, com frequência de 12%, assim como SSa (311) no loco Lpin 

13, cuja frequência foi de 24% (TABELAS 6 e 7). A população SS não apresentou nenhum 

alelo privado (TABELA 7). O número de alelos raros (frequência alélica 0–5%) variou de 

17 em AB e SB até oito em SSa (TABELA 7). 

Quanto à riqueza alélica (RA), média 4.31±0.19, os menores valores 

foram registrados nas populações SSa e OB, RA= 3.41 e 3.83, respectivamente (TABELA 

7).  Embora a população SS tenha apresentado maior riqueza alélica (RA= 4.73), não diferiu 

(sobreposição IC 95%) das populações PB, SA, SB, AB e OB (TABELA 7).   

Com relação à diversidade gênica (He), as populações SS (0.647) e 

SA (0.614) apresentaram os maiores valores registrados, diferindo de SSa (0.527), AB 

(0.576), SB (0.51) e OB (0.484), ao passo que PB (He= 0.644) diferiu significativamente de 

SB e OB (Tabela 7). A maior heterozigosidade observada (HO) foi de SA (0.551), que diferiu 

de AB (0.405), SB (0.387), SSa (0.363) e OB (0.352). A população SS (HO= 0.487), com o 

segundo maior valor de HO, diferiu de OB. A população PB (HO= 0.435) não diferiu de 

nenhuma das populações quanto a esta estimativa (TABELA 7).  

A heterozigosidade média esperada em equilíbrio Hardy-Weinberg 

(0.565) foi maior que a heterozigosidade média observada (0.425), indicando existência de 

endogamia. Como já era o esperado, estes valores médios são consistentes com os obtidos 

para espécies endêmicas (HO= 0.42; HE= 0.32) e estritamente distribuídas (HO= 0.56; HE= 

0.52) (NYBOM, 2004).  
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Os valores das estimativas RA, HO e HE indicam que as populações 

não estão na mesma proporção antropogenicamente afetadas. As populações SS, PB e SA, 

por exemplo, apresentaram maior variabilidade genética do que OB e SSa (TABELA 7).  

Com relação aos coeficientes de endogamia (FIS), as populações PB, 

SSa e OB apresentaram os maiores valores, FIS= 0.321, 0.306 e 0.283, respectivamente, 

diferindo de SA, que apresentou o menor valor, FIS= 0.105 (TABELA 7). As populações PB, 

SS, SSa, SB, OB e AB não diferiram entre si com relação ao FIS (TABELA 7). O FIS global 

foi de 0.221 e significativamente diferente de zero (IC= 0.275-0.172), sugerindo desvios de 

panmixia.  

A taxa de cruzamento aparente (Ta) média foi de 0.638, valor 

compatível com o de uma espécie com sistema de cruzamento misto. Entre populações, Ta 

variou entre 0.514 (PB) a 0.810 (SA), tendo, portanto, maior prevalência de fecundação 

cruzada entre indivíduos na população SA; o que reflete, consequentemente, no seu menor 

e maior valor de FIS (0.105) e HO (0.551), respectivamente (TABELA 7).  

O sistema de cruzamento pode influenciar significativamente na 

diversidade genética da população (HUANG et al., 2009b). Dois exemplos são as 

populações OB e SSa, que apresentam dois dos menores valores de Ta (OB= 0.559; SSa= 

0.531), a menor variabilidade genética (considerando RA, HO e HE) e coeficientes de 

endogamia alto (FIS) (OB= 0.283; SSa= 0.306) (TABELA 7). 
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Tabela 7. Estimativas de índices de diversidade genética obtidos para sete populações de Lychnophora pinaster. AT: número total de alelos; 

A: número médio de alelos por população; AP: alelos privados; AR: alelos raros; HO: heterozigosidade observada; HE= heterozigosidade 

esperada; FIS: coeficiente de endogamia; Ta: Taxa de cruzamento aparente; RA: riqueza alélica.  

aIC= intervalo de confiança a 95%; bRA= rarefação por amostra para 13 indivíduos 

Parâmetros 

 

População  

------------------------------------------------------------Região sul------------------------------------------------- -Região Sudeste- 

PB 
-Poço Bonito- 

SS 
-Serra do Sofá- 

S.A 
-Serra da Arnica- 

SSa 
-Serra do Salto- 

SB 
-Serra Branca- 

AB 
-Areia Branca- 

OB 
-Ouro Branco- 

AT 42 43 39 31 44 45 36 

A 5.25 5.38 4.88 3.88 5.50 5.63 4.5 

AP 4 0 1 1 2 3 7 

AR 10 10 10 8 17 17 10 

Ho 0.431 0.485 0.551 0.363 0.387 0.405 0.353 
aICHo 0.352-0.516 0.408-0.568 0.496-0.604 0.307-0.433 0.315-0.469 0.318-0.481 0.302-0.397 

He 0.644 0.647 0.614 0.527 0.510 0.526 0.484 
aICHe 0.549-0.666 0.589-0.672 0.559-0.631 0.474-0.554 0.446-0.548 0.447-0.555 0.445-0.513 

FIS 0.321 0.247 0.105 0.306 0.236 0.231 0.283 
aICFIS 0.190- 0.452 0.131-0.362 0.021-0.182 0.190-0.416 0.087-0.383 0.097-0.372 0.188-0.376 

Ta 0.514 0.604 0.810 0.531 0.618 0.625 0.559 
bRA 4.60 4.73 4.37 3.41 4.61 4.63 3.83 

ICR 4.00-5.000 4.125-5.125 4.000-4.750 3.000-3.750 4.000-5.125 4.000-5.250 3.375-4.250 
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Através do Teste Exato de Fisher foi possível verificar que os locos 

SSR estão com frequências compatíveis ao Equilíbrio de Hardy-Weinberg em somente 

poucas populações, isto devido ao sistema de cruzamento e cruzamento entre indivíduos 

aparentados (TABELA 8). Os casos mais extremos foram para SA, SB e PB. Em SA e PB 

seis dos oito locos estudados não se encontraram em equilíbrio HW, ao passo que em PB, 

seis locos se encontraram em equilíbrio. Em nenhuma das populações foi verificado 

desequilíbrio de ligação (DL) significativo (α= 0.0002; correção de Bonferroni) entre locos, 

significando que todas as marcas SSR estudadas são independentes.  

 

Tabela 8. Probabilidade do Teste Exato de Fisher para aderência ao equilíbrio de Hardy-

Weinberg. As populações PB, SS, SA, SSa, SB e AB são provenientes da região sul e a 

população OB da região sudeste do Estado de Minas Gerais – Brasil.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.1.2.  Estrutura Genética 

 

O FST calculado foi de 0.266 (IC= 0.454-0.081), indicando uma 

diferenciação genética muito grande entre as populações analisadas (WRIGHT, 1978). Este 

valor é equivalente ao FST médio obtido para outras espécies vegetais endêmicas (0.26) 

(NYBOM, 2004). Após correção feita para alelos nulos, este valor foi reduzido para 0.193. 

A diferenciação genética entre as populações é ressaltada 

principalmente quando se compara OB das demais (populações do sul), apresentando os 

maiores valores de FST par a par (min. de 0.3140 entre OB x SS e máx. de 0.3600 entre OB 

x SB) (Gráfico 1); o que pode ser atribuído à grande distância geográfica (aprox. 152 km) 

(FIGURA 4), que, consequentemente, torna o fluxo gênico muito restrito. Os três menores 

valores de FST par a par foram apresentados entre SB x AB (0.0813), SS x SA (0.0742) e PB 

Loco PB SS AS SSa SB OB AB 

Lpin 4 0.098 0.132 0.534 0.365 0.000* 0.255 0.820 

Lpin 6 0.197 0.000* 0.811 0.791 0.003* 0.067 0.117 

Lpin 9 MN MN 0.001* 0.000* 0.004* MN 0.020 

Lpin 11 0.187 0.000* 0.001* 0.255 0.000* 0.562 0.006* 

Lpin 13 0.230 0.369 0.001* 0.000* 0.002* 0.375 0.384 

Lpin 14 0.011 0.004* 0.001* 0.002* 0.567 0.000* 0.002* 

Lpin 16 0.229 0.023 0.000* 0.079 0.396 0.215 0.186 

Lpin 17 0.000* 0.128 0.004* 0.000* 0.000* 0.000* MN 

MÉDIA 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

*MN= loco monomórfico na população;  

*Valor seguido de asterisco (*)= não adere às proporções esperadas; cα= 0.006 

(correção de Bonferroni). 
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x SS (0.0971) (GRÁFICO 1); o que pode ser atribuído ao fluxo gênico pronunciado entre as 

populações, que são espacialmente próximas. 

 

Gráfico 1. Fst par a par entre as sete populações de Lychnophora pinaster analisadas. As 

populações PB, SS, SA, SSa, SB e AB são provenientes da região sul e a população OB da 

região sudeste do Estado de Minas Gerais – Brasil.  

 
*Barras na vertical são equivalentes ao intervalo de confiança a 95%. 

 

Pela análise Bayesiana, K=2 foi determinado como o número mais 

provável de clusters ou pools genéticos de acordo com a estatística ad hoc ΔK (EVANNO, 

2005) (GRÁFICO 2). 

 

Gráfico 2. Valores de ΔK foram plotados contra vários valores de K, sugerindo K=2 como 

o mais provável número de clusters.  
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No gráfico obtido do software STRUCTURE v.2.3.4 (GRÁFICO 

3A, B e C), é possível verificar que cada população é separada por uma linha vertical e cada 

cor representa um cluster. Desta forma a cor vermelha, verde, azul e amarela são 

consideradas um grupo genético ou diferentes pools gênicos, formados por pool de alelos 

diferentes. Esta separação é feita baseada na estatística bayesiana. A altura vertical de cada 

coluna denota a probabilidade de ser compartilhar alelos com populações diferentes. Colunas 

inteiras da mesma cor indicam que o indivíduo tem 100% de probabilidade de pertencer 

aquela população ou grupo. Quando temos mistura, como podemos visualizar mistura de 

cores nas colunas, isto indica que os indivíduos possuem diferentes probalilidades de 

pertencerem aos diferentes grupos. 

 

Gráfico 3. Atribuição Bayesiana de 186 indivíduos de Lychnophora pinaster em (A) K=2, 

(B) K=3 e (C) K=4 clusters genéticos utilizando o software STRUCTURE v.2.3.4. As 

populações PB, SS, SA, SSa, SB e AB são provenientes da região sul e a população OB da 

região sudeste do Estado de Minas Gerais – Brasil.  

 
*Números romanos representam cada grupo genético. 
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Em K2 as populações foram agrupadas em dois pools gênicos 

distintos, o grupo I, contendo as populações PB, SS, SA, SSa, SB e AB, provenientes da 

região sul do Estado de Minas Gerais e, o grupo II, contendo apenas OB, proveniente da 

região sudeste do estado (GRÁFICO 3A; FIGURA 4). O resultado da AMOVA mostrou que 

26.99 % da variação genética ocorreram entre OB e as demais populações (ΦST= 0. 3624).  

Como K3 e K4 (GRÁFICO 3B-C) expressam um padrão de 

discriminação mais detalhado e coerente com a real distribuição espacial das populações 

(FIGURA 4), os mesmos foram incluídos no atual estudo. Em K3 é possível notar que as 

populações PB, SS, SA e SSa estão dispostas em um único cluster genético (grupo I), assim 

como as populações SB e AB (grupo II) e OB (grupo III) (GRÁFICO 3B). Em K4, é possível 

notar que SSa apresenta características genéticas diferenciadas das demais, suficientes para 

ser separada em um único cluster genético (GRÁFICO 3C).  

Alguns indivíduos da população SSa se destacam por apresentar 

porções do genoma provenientes do pool gênico pertencente às populações SB e AB em K3 

e K4, caracterizando fluxo gênico (GRÁFICOS 3B e 4). SSa apresenta proximidade espacial 

de aprox. 5 Km de SB e AB (FIGURA 4).  

Adicionalmente, o teste de Mantel revelou uma correlação 

significativa entre as matrizes das distâncias Euclidianas genética e geográfica (r= 0.975; p= 

0.001). Já o valor de correlação entre as matrizes das distâncias Euclidianas das altitudes e 

genética mostrou-se irrelevante (r= 0.068; p= 0.3633) para explicar a estruturação genética 

populacional. 

Estes dados corroboram com a afirmativa de que a extensão do fluxo 

gênico entre populações determina seu potencial para diferenciação genética (SLATKIN, 

1985; FREELAND et al., 2011). Também correspondem bem com o modelo de isolamento 

por distância de Wright (1943); o que é reforçado pela Análise Discriminante de 

Componentes Principais (DAPC), que revelou a formação de três grupos 

genéticos/geográficos (GRÁFICO 4), semelhantes ao agrupamento Bayesiano (GRÁFICO 

3).  

As análises do STRUCTURE v. 2.3.4 e da DAPC contribuem para 

explicar o padrão atual de diferenciação genética das populações estudadas e, sobretudo, 

evidenciam a clara diferenciação da população OB (sudeste) das demais (sul). 
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Gráfico 4. Análise Discriminante de Componentes Principais (DAPC) a partir de 8 locos SSR e 186 indivíduos  de Lychnophora pinaster (A). 

Em (B) os respectivos agrupamentos no mapa de distribuição espacial. As populações PB, SS, SA, SSa, SB e AB são provenientes da região 

sul e a população OB da região sudeste do Estado de Minas Gerais – Brasil.  
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Por se tratar de uma espécie com sistema misto de reprodução, é 

possível que o sistema de cruzamento também possa afetar significativamente a 

diferenciação genética (HUANG et al., 2009b). 

Com relação ao fluxo gênico aparente, o valor observado (Nm= 

0.690) pode ser considerado intermediário (GOVINDAJARU, 1989) e, como é menor que 1 

(Nm < 1), é indicativo de efeito da deriva genética nas populações (WRIGHT, 1931; YAO 

et al., 2014). Isto pode ter sido causado devido ao isolamento geográfico, limitado fluxo 

gênico, fragmentação ou flutuações demográficas das populações.  

Efeitos da deriva genética são pronunciados em populações 

geograficamente isoladas e de tamanho reduzido (BARRETT e KOHN, 1991; 

ELLSTRAND e ELAM, 1993; LOHR et al., 2014; HUSEMANN et al., 2015), como é o 

caso das avaliadas no atual estudo, e podem levar várias gerações para exercer impactos 

significativos em parâmetros como a riqueza alélica e o FST (ZHOU et al., 2014). 

Muitos fatores podem estar ou ter contribuído para a redução do 

fluxo gênico e a diferenciação populacional em L. pinaster. As próprias características da 

espécie, a sua história evolutiva, seu habitat e os fatores antrópicos são exemplos que 

merecem ser considerados.  

Os polinizadores do gênero Lychnophora podem ser beija-flores, 

abelhas, mariposas e borboletas (SEMIR et al., 2011) e, portanto, em sua maioria, não se 

locomovem por longas distâncias. A perda do papus durante o desenvolvimento do fruto e a 

fusão de cípselas, faz da diplocoria, com barocoria seguida de hidrocoria pela enxurrada 

(ombro-hidrocoria) a forma mais provável de dispersão dos frutos de seus representantes; 

diferente dos restantes da família Asteraceae, que é por anemocoria (SEMIR et al., 2011). 

Além disso, L. pinaster é encontrada em terrenos complexos, com populações distribuindo-

se de forma disjunta devido à descontinuidade das cadeias montanhosas e dos afloramentos 

rochosos que compõem os seus locais de ocorrência. Estes fatores fazem com que grãos de 

polén ou sementes sejam dificilmente levados de uma população a outra mais distante, 

contribuindo para diminuição do fluxo gênico efetivo e, eventualmente, para a diferenciação 

genética das populações.   

Dados genéticos também suportam a hipótese de que a distribuição 

disjunta de populações de Lychnophora ericoides Mart. – espécie pertencente ao mesmo 

pool gênico de L. pinaster - foi devido às consequências climáticas da era glacial Kansan, 

que prevaleceu no período quaternário (COLLEVATTI et al., 2009), onde processos 
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sucessivos de contrações e expansões promoveram diferenciação entre populações. Durante 

períodos mais quentes e úmidos a vegetação dos “campos rupestres” se expandiu, 

aumentando o fluxo gênico e hibridizações aleatórias entre populações, ao passo que durante 

períodos mais secos e frios as populações foram fragmentadas e populações uma vez 

conectadas tornaram-se isoladas (ALVEZ e KOLBEK, 1994; HARLEY, 1995; GIULIETTI 

et al., 1997; BEHLIN 2002, ANTONELLI et al., 2010).  

No Estado de Minas Gerais, L. pinaster e L. ericoides apresentam o 

mesmo padrão de distribuição e são encontradas em localidades próximas, mas mutuamente 

exclusivas localmente (SEMIR et al., 2011). Assim como L. ericoides, a diferenciação 

genética de populações de L. pinaster pode ter, parcialmente, sido resultado da fragmentação 

de habitat ao longo de sua história evolutiva; merecendo estudos complementares.  

Em sinergismo com a erosão genética devido aos fatores biológicos, 

climáticos, geológicos ou geográficos, efeitos da deterioração ambiental também podem ter 

impacto significativo sobre a dinâmica de populações da espécie, contribuindo para restrição 

do fluxo gênico e divergência genética. As coletas frequentes das folhas da espécie para 

fabricação de receitas caseiras medicinais e outras atividades antrópicas indiscriminadas, 

como a agropecuária, queimadas e a mineração, estão contribuindo para a fragmentação, 

erradicação e a diminuição de populações remanescentes. Isto causa o efeito gargalo e, 

consequentemente, a perda de alelos importantes ou fixação de alelos deletérios pela deriva 

genética, bem como diminuição da heterozigose e aumento da endogamia, o que aumenta o 

risco de extinção das populações e da própria espécie, pois sua sobrevivência é criticamente 

influenciada pela manutenção da variação genética dentro das populações (BIJLSMA et al., 

2000; HONNAY e JACQUEMYN, 2007; RAPINI et al., 2008; ANTIQUEIRA, 2013; 

CRUZ NETO et al., 2014, KAHILAINEN et al., 2014). 

Uma redução recente do tamanho populacional foi detectada pelo 

teste de Wicolxon levando em conta o Modelo de Duas Fases (TPM) na população SSa 

(TABELA 9). É provável que o fogo seja o fator responsável pela supressão da variação 

genética nesta população, pois o seu local de origem é uma área particular onde a coleta de 

L. pinaster para fins medicinais vem sendo evitada há mais de uma década. Por ter um clima 

marcadamente sazonal, com períodos variando desde precipitações intensas até de longas 

secas que se estendem de maio até setembro-outubro, o Cerrado apresenta uma biomassa 

muito seca e propensa a eventuais queimadas devido às influências antrópicas e até mesmo 
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por causas naturais, como relâmpagos (RAMOS-NETO e PIVELLO, 2000; PIVELLO, 

2011), sendo este último muito frequente nos locais de origem das populações estudadas. 

 

Tabela 9. Valores de p registrados para as análises estatísticas (testes de Sinal e de 

Wilcoxon) de diferentes modelos mutacionais utilizados para avaliar a probabilidade de 

eventos gargalos recentes nas populações de Lychnophora pinaster. As populações PB, SS, 

SA, SSa, SB e AB são provenientes da região sul e a população OB da região sudeste do 

Estado de Minas Gerais – Brasil.  

População 

Valor de p segundo 

Modelo de Mutação Stepwise  Modelo Duas Fases 

Teste de Signal Tesde de Wilcoxon  Teste de Sinal Teste de Wilcoxon  

PB 0.18605 0.74219 0.30164 0.54688 

SS 0.55688 0.64063 0.25836 0.25000 

AS 0.44900 0.94531 0.25887 0.25000 

SSa 0.48403 0.38281 0.05737 0.01172* 

SB 0.06005 0.25000 0.52807 0.9453 

AB 0.07184 0.05469 0.53270 0.94531 

OB 0.07692 0.07422 0.21833 0.46094 
(*)= Valor estatisticamente significante. 

 

5.1.3. Implicações para Conservação 

 

Considerando que populações de L. pinaster se encontram em 

processo de diferenciação genética e com limitado fluxo gênico, ações de conservação da 

espécie devem objetivar conservar todas as populações existentes. A presença de alelos 

privados e raros em todas as populações estudadas, com exceção de SS (sem alelos 

privados), atesta a necessidade de ser conservar in situ a variabilidade genética que ainda 

existe. Isto é crucial para manter as populações viáveis e assegurar o processo evolutivo da 

espécie.  

Como L. pinaster é uma espécie vulnerável a extinção de acordo com 

as categorias IUCN (International Union for Conservation of Nature ou União Internacional 

para Conservação da Natureza) (COPAM, 1997), ter o conhecimento da distribuição da 

variabilidade genética entre e dentro de outras populações, ainda não estudadas, é de grande 

importância para estabelecer estratégias efetivas de conservação de germoplasma in situ e 

ex situ em curto e longo prazo.  

Os esforços in situ devem focar na preservação dos habitats de L. 

pinaster da destruição e no aumento dos tamanhos populacionais, uma vez que o pequeno 

tamanho populacional e a fragmentação fazem de L. pinaster uma espécie que está 
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susceptível às perdas de diversidade genética causada pelos efeitos da endogamia e da deriva 

genética. 

A recuperação da diversidade genética de SSa, população importante 

sob o ponto de vista genético, porém, fragilizada por um evento gargalo recente (Tabela 9), 

pode ser uma alternativa vantajosa, pois a mesma vem contribuindo para troca de genes entre 

populações de diferentes pools gênicos (Gráfico 3B-C). Em longo prazo, seu papel será 

crucial na mitigação da perda de variação genética causada pela deriva e endogamia em 

populações locais da espécie. Uma alternativa para acelerar o processo de recuperação desta 

população é através do chamado “resgate genético” (BROWN e KODRIC-BROWN, 1977), 

onde se aumenta a probabilidade de sobrevivência da população devido à imigração de genes 

de outra, contrabalanceando a endogamia (RICHARDS, 2000; HEBER et al., 2013; 

WHITELEY et al., 2015). Como alternativa, pode ser realizada a introdução de genótipos 

provenientes de diferentes pools gênicos em SSa. O mesmo pode ser atribuído à população 

OB. 

Durante nossos levantamentos de campo ao longo das regiões sul e 

sudeste, percebemos a estreita preferência edáfica de L. pinaster com os campos rupestres e 

campos de canga (região do Quadrilátero Ferrífero). Determinados fatores, intrínsecos a 

estas regiões são, possivelmente, as causas do seu endemismo. Assim, perturbações 

antrópicas (e.g. desmatamento, mineração, pecuária e extrativismo predatório) nos locais de 

origem de suas populações deveriam ser evitadas ou controladas de forma rígida, para 

reduzir seu risco de extinção e promover o aumento populacional. 

Como L. pinaster possui sementes de característica ortodoxa 

(MELO et al., 2007), que são tolerantes a dessecação e cuja viabilidade pode ser mantida 

por longos períodos quando armazenadas nas condições ideais (BEWLEY e BACK, 1994; 

ZHANG et al., 2015), é sugerido um planejamento de coleta de sementes provenientes dos 

quatro grupos genéticos obtidos pelo STRUCTURE v. 2.3.4 ou dos três grupos evidenciados 

pela DAPC no sentido de conservar ex situ matérias-primas para atividades futuras de 

pesquisa, restauração ecológica, reintroduções e melhoramento de plantas. Estes grupos 

podem ser um ponto de start para a conservação do germoplasma da espécie.  

Além disso, orientação técnica aos coletores é imprescindível para 

impedir a extinção destas e de outras populações. De acordo com Who (1993), a coleta de 

espécies selvagens ameaçadas deveria ser proibida e o comércio das plantas medicinais e 

seus produtos deveriam ser controladas. Talvez uma solução menos extrema pode ajudar a 
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conservação desta espécie. Um exemplo é a mudar a extração predatória para uma coleta 

mais sustentável. Contudo, estas práticas precisam ser investigadas sobre a ótica de uma 

abordagem etnobotânica, de ecologia populacional ou de sistemas de manejo, como feito 

para outras espécies de plantas tropicais (BORGES-FILHO e FELFILI, 2003, SCHMIDT et 

al., 2007, MONTEIRO et al., 2011).   

Além da relevância de se considerar as estratégias sugeridas para a 

conservação de L. pinaster, é estritamente necessário o monitoramento das populações 

remanescentes para que, de fato, seja evitada a extinção da espécie.  

 

5.2. Condições Edafoclimáticas dos Locais de Origem das Populações Avaliadas 

no Estudo de Composição Química 

 

As populações estudadas são pertencentes à duas fitofisionomias 

distintas, a população OB (região sudeste) cresce sobre o quadrilátero ferrífero e faz, 

portanto, parte do campo de canga ou campo rupestre ferruginoso. As populações AB e SSa 

(região sul) fazem parte do campo rupestre, sendo que AB cresce sobre solo arenoso, 

pedregoso e mais profundo quando comparado à população SSa, que cresce sobre 

afloramento rochoso, solo superficial e bem pedregoso. Os indivíduos provenientes da 

população OB chegam a ultrapassar 175cm, ao passo que os indivíduos das populações AB 

e SSa são de porte menor, não chegando a esta altura. Nas populações SSa e OB a vegetação 

predominante é de ervas, subarbustos e arbustos, com eventuais arvoretas. Em AB existem 

ervas, subarbustos e arbustos, mas as árvores (eucaliptos) se destacam entre a vegetação. 

As condições estimadas de temperatura e precipitação para as 

regiões sudeste (local OB) e sul (local AB/SSa) referentes aos dois meses que antecederam 

à coleta do material vegetal para o estudo de composição química dos óleos essenciais e dos 

extratos, período 28/11/2014 a 04/02/2015, estão registradas no Gráfico 5. 
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Gráfico 5. Dados de (A) temperatura (ºC) e (B) precipitação (mm) interpolados referentes ao período de 28/11/2015 a 04/02/2015 nas regiões 

de coleta das populações de Lychnophora pinaster OB (sudeste) e AB e SSa (sul) para o estudo de composição química. Siglas OB_Máx e 

AB/SSa_ Máx = temperatura máxima registrada na região de OB (sudeste) e AB/SSa (sul), respectivamente. Siglas OB_Min e AB/SSa_Min= 

temperatura mínima registrada na região de OB (sudeste) e AB/SSa (sul), respectivamente. Fonte dos dados: AccuWeather.com. 

 

 



 
71 

 

Por serem muito próximas, aproximadamente 1.6 km, foram 

consideradas da mesma região as populações AB e SSa (região sul), ao passo que OB 

(distante mais de 150 Km de AB e SSa) foi considerada uma região distinta (região sudeste). 

 Os registros de temperatura máxima (máx.) e mínima (mín) diárias 

foram similares para as duas regiões de origem (sul-sudeste) estudadas (GRÁFICO 5A). 

Entre as regiões sul e sudeste, uma diferença de menos de um grau para a temperatura máx. 

média foi constatada (máx. média região sudeste: 29.59 ºC; máx. média região sul: 30.26 

ºC) e de 1.17 ºC para a temperatura mín. média (mín. média região sudeste: 19.75 ºC; min. 

média região sul: 18.58 ºC) (GRÁFICO 5A). Na região sul foi registrado precipitação total 

de 229 mm, com chuvas intensas a partir de 21 de janeiro até a data da coleta, ao passo que 

na região sudeste foi registrado o total de 59 mm (GRAFICO 5B). 

Quanto à altitude, embora sejam populações próximas, SSa (1292 

m) e AB (1143 m) encontram-se nos locais com maior e menor altitude, respectivamente 

(GRÁFICO 6A). A população OB (1240 m) está localizada em região de média altitude 

(GRÁFICOS 6A) e se diferencia de AB e SSa quanto as coordenadas geográficas, estando 

no local com menor latitude (S) e longitude (O): 20°20’19.6” e 43°55’32.5”, respetivamente 

(GRÁFICO 6B; TABELA 2). 

A análise exploratória dos solos de origem das três populações 

mostrou que, pelo fato de ser proveniente da população mais distante, o solo de origem de 

OB (região sudeste) é o que apresenta as características mais dissimilares comparadas as dos 

solos de origem de AB e SSa (região sul) (GRÁFICO 7). Por serem de localidades muito 

próximas e do mesmo município, os solos de origem de AB e SSa apresentam uma 

dissimilaridade muito baixa entre si (GRÁFICO 7).  
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Gráfico 6. Altitudes (m) médias (A) e coordenadas geográficas (B1 e B2) dos locais de origem das populações de Lychnophora pinaster AB e 

SSa, provenientes da região sul, e OB, da região sudeste de Minas Gerais - Brasil.  

 

 
*Em (A): médias populacionais com letra distinta diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Teste de Fisher preliminar < 0.0001. R² (coeficiente de 

determinação)= 0.97, ou seja, 97% da variabilidade está sendo explicada pela variável exploratória. Desvio padrão= 53.04; Em (B): Lambda 0.000, F (Valor observado) 

23430.945, p-valor < 0,0001, alfa 0.05. 
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Gráfico 7. Distância Euclidiana par a par levando em conta a composição química média 

dos solos de origem das populações de Lychnophora pinaster AB e SSa, provenientes da 

região sul, e OB, da região sudeste do Estado de Minas Gerais - Brasil.  

 

*Barras na vertical são equivalentes ao erro padrão. 

 

Pela Análise Discriminante (DA) constatou-se que os solos de 

origem das populações pertencem a classes distintas (GRÁFICO 8A); o que é ressaltado pela 

matriz de confusão, que agrupou as amostras com 100% de precisão em três classes 

(APÊNDICE 3). O teste do Lambda de Wilks multivariado (MANOVA) indicou que ao 

menos um dos três vetores médios destas classes diferiu dos demais (p-valor < 0.0001; alfa 

0.05); comprovando estatisticamente a diferente entre os solos de origem das populações 

estudadas.  

Um total de 15 das 17 variáveis de solo estudadas (ver valores em 

cinza na TABELA 10) contribuiu significativamente para discriminar as classes de solos, 

explicando 100% da variação contidas nos dados originais (F1= 94.28%; F2= 5.72%). Um 

total de 13 variáveis de solo se encontra em maior teor no solo de origem de OB (GRÁFICO 

8B), sendo as que apresentaram maior poder discriminante S, CTC, matéria orgânica (MO) 

e H+Al (ver maior F na TABELA 11). Como já era esperado, o Fe foi um dos 

micronutrientes que discriminaram o solo de OB. Isto é pelo fato da população habitar o 

campo de canga, região do quadriláfero ferrífero; como mencionado anteriormente.   

As variáveis que discriminaram os solos das classes SSa e AB foram 

o Cu e pH, respectivamente (GRÁFICO 8B).  

Pelo Teste Unidimensional de Igualdade das Médias das Classes 

(UTEMC), com exceção de K, V% e SB, as médias de cada uma das variáveis que compõem 

o modelo DA de solos diferiram entre classes (p-valores < 0.05) (TABELA 11).
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Tabela 10. Composição química média dos solos de origem das populações (Pop) de Lychnophora pinaster AB e SSa, região sul, e OB, 

região sudeste do Estado de Minas Gerais - Brasil. Destacadas em cinza as variáveis que mais contribuíram para discriminar os solos de 

origem das populações pela Análise Discriminante (Gráfico 8).  nAB= 10; nSSA= 9; nOB=4. 
*pH= potencial hidrogeniônico, M.O= matéria orgânica, P= fósforo, Al= alumínio, K=  potássio, Ca= cálcio, Mg= magnésio, SB= soma de bases trocáveis, CTC= capacidade de troca de cátions, V%= saturação 

por bases, B= boro, Cu= cobre, Fe= ferro, Mn= manganês, Zn= zinco. 
 

 

Gráfico 8. Análise Discriminante para validação da divergência química dos solos de origem das populações de Lychnophora pinaster AB e 

SSa, provenientes da região sul, e OB, da região sudeste do Estado de Minas Gerais - Brasil. Gráfico de escores (A) e Diagrama vetorial exibindo as 

correlações negativas e positivas das 15 variáveis do solo com o primeiro e segundo fatores (B). 

 

*Lambda 0.000; F (Valor observado) 26.761; F (Valor crítico) 2.320; p-valor < 0.0001; alfa 0.05. 

Pop 
pH M.O. Presina Al3+ H+Al K Ca Mg SB CTC V% S B Cu Fe Mn Zn 

CaCl2 g/dm3 mg/dm3 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ mmolc/dm3  _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  mg/dm3 ------------------mg/dm3 ------------- 

OB 3.6 78.1 9.6 10.6 161.5 1.4 13.4 2.3 17.1 178.6 10.5 10.3 0.5 0.3 114.8 14.2 4.3 

SSa 3.9 23.0 2.6 9.7 40.1 0.9 3.6 1.0 5.5 45.6 12.7 4.9 0.3 0.4 57.9 1.7 0.2 

AB 4.0 16.4 3.2 6.2 30.3 1.0 3.0 0.8 4.8 35.1 14.3 3.2 0.4 0.2 62.5 3.0 0.3 

AB 

OB 

SSa 
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Tabela 11. Teste Unidimensional de Igualdade das Médias das Classes de solos das 

populações AB, SSa e OB formadas pela Análise Discriminante (Gráfico 8). As populações 

AB e SSa são provenientes da região sul, e OB, região sudeste do Estado de Minas Gerais – 

Brasil. 

Variável Lambda F p-valor 

S 0.064 145.978* < 0.0001 

CTC 0.074 125.736* < 0.0001 

M.O. 0.092 98.184* < 0.0001 

H+Al 0.114 77.365* < 0.0001 

P 0.179 45.829* < 0.0001 

Mg 0.218 35.789* < 0.0001 

Ca 0.428 13.387 0.000 

Zn 0.434 13.056 0.000 

pH 0.452 12.131 0.000 

Cu 0.530 8.872 0.002 

Fe 0.548 8.260 0.002 

Mn 0.552 8.118 0.003 

Al3+ 0.559 7.894 0.003 

B 0.654 5.297 0.014 

K 0.851 1.747 0.200 

V% 0.933 0.721 0.498 

SBa - - - 
aResultados não apresentados porque SB é altamente correlacionada com outras variáveis; Variáveis ordenadas 

conforme o seu poder discriminante; (*)= Variáveis com maior poder discriminante; p-valor < 0.05 indica que 

a variável difere entre classes. 

 

Mesmo com baixa dissimilaridade entre os solos de origem das 

populações AB e SSa (região sul) (GRÁFICO 7), as diferenças entre suas amostras de solos 

foram suficientes para que as mesmas fossem classificadas com 100% de precisão em duas 

classes distintas (APÊNDICE 4; GRÁFICO 9A), se mostrando significamente divergentes 

pela DA (p-valor MANOVA < 0.0001). As variáveis com maior poder discriminante sobre 

estas duas classes foram: S, Cu, Al, B, pH e Zn (TABELA 12), tendo o solo de SSa teores 

significativamente maiores de S, Cu, Al e Mg, bem como maior CTC e o solo de AB teores 

significativamente maiores de Zn, pH e B (GRÁFICO 9B). Por si só, estas substâncias 

representaram 100% da variação original dos dados, explicada apenas por F1. 
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Gráfico 9. Análise Discriminante para validação da divergência química dos solos de origem 

das populações AB e SSa, provenientes da região sul do Estado de Minas Gerais - Brasil. 

Gráfico de escores (A) e diagrama vetorial exibindo as correlações negativas e positivas das 

8 variáveis do solo com o primeiro fator (B). 

 

*Lambda 0.099; F (Valor observado) 11.368; F (Valor crítico) 3.072; p-valor 0.000; alfa 0.05. 

 

Tabela 12. Teste Unidimensional de Igualdade das Médias das Classes de solos de SSa e 

AB formadas pela Análise Discriminante. As populações SSa e AB são provenientes da 

região sul do Estado de Minas Gerais - Brasil. 

Variável Lambda Fb p-valor 

S 0.204 66.465* < 0.0001 

Cu 0.451 20.703* 0.000 

Al 0.492 17.576* 0.001 

B 0.650 9.159* 0.008 

pH 0.688 7.703* 0.013 

Zn 0.754 5.541* 0.031 

Mg 0.783 4.719 0.044 

CTC 0.785 4.658 0.045 

M.O. 0.825 3.615 0.074 

P 0.874 2.461 0.135 

Mn 0.876 2.405 0.139 

Ca 0.917 1.530 0.233 

V% 0.969 0.545 0.471 

K 0.981 0.325 0.576 

Fe 0.992 0.141 0.712 

H+Ala - - - 

SBa - - - 
a Valores não são apresentados pois H+Al e SB são altamente correlacionadas com outras variáveis; 

Metabólitos ordenados conforme o seu poder discriminante; (*)= Variáveis com maior poder discriminante; 

p-valor calculado inferior ao alfa (0.05) indica que a variável difere entre classes. 

 

  

AB SSa 
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5.3. Composição Química dos Óleos Essenciais das Populações de Lychnophora 

pinaster  

 

Como mencionado anteriormente, para o estudo da composição 

química dos óleos essenciais e extratos das populações de L. pinaster o critério de escolha 

das populações foram as características genéticas diferenciadas. Foram escolhidas, portanto, 

as populações AB, SSa e OB (FIGURA 4).  

A população OB (região sudeste) está localizada entre os municípios 

de Moeda e Itabirito e é pertencente a um pool gênico bem distinto das demais populações 

estudadas (GRÁFICOS 3 e 4). A população AB (região sul) é proveniente do município de 

Carrancas, tendo características genéticas muito similares à população SB pelo K3 e K4 do 

STRUCTURE v. 2.3.4 (GRÁFICO 3A, B e C) e também com a população SSa pela DAPC 

(GRÁFICO 4). Por meio do software STRUCTURE v. 2.3.4 foi constatado que a população 

SSa (região sul), também proveniente de Carrancas, vem contribuindo para troca de genes 

entre populações provenientes de dois pools gênicos distintos [pool AB-SB (sul) x pool PB-

SS-SA (sul)] (GRÁFICO 3B e C).  

Através da análise visual comparativa dos cromatogramas obtidos 

por GC/MS é possível constatar a semelhança entre os perfis químicos dos óleos essenciais 

das populações de L. pinaster AB e SSa, provenientes da região sul (FIGURA 7A-B). Em 

contrapartida, o perfil químico do óleo essencial da população OB (região sudeste) se 

mostrou dissimilar das populações do sul (FIGURA 7C). 
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Figura 7. Cromatogramas de íons totais dos óleos essenciais das folhas de Lychnophora 

pinaster provenientes das populações AB (A) e SSa (B), de Carrancas, região sul de Minas 

Gerais, e da população OB (C), situada entre os municípios de Moeda e Itabirito, região 

sudeste de Minas Gerais - Brasil.  

 

  

De maneira geral, foram registrados 50 metabólitos, cujas 

porcentagens e índices de retenção estão listadas na Tabela 13 em ordem de eluição.  

  

≅26 min 

≅26 min 

≅20 min 
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Tabela 13. Porcentagem (%) Mínima (Min) e Máxima (Máx) dos constituintes registrados 

nos óleos essenciais das populações de Lychnophora pinaster. 

Substâncias IRc 

População 

--Sudeste-- ------Sul------- 

OBn= 27 SSan= 17 ABn= 11 

Min Máx Min Máx Min Máx 

1) α-pinenoHM 930 0.1 1.4 0.4 2.6 0.1 1.7 

2) sabinenoHM 969 0.1 1.4 nr nr nr Nr 

3) β-pinenoHM 973 0.2 1.8 0.5 3.6 0.1 1.9 

4) limonenoHM 1025 0.2 1.5 0.1 0.5 0.1 0.5 

5) ɣ-terpinenoHM 1055 0.2 1.4 0.1 0.5 0.1 0.4 

6) linalolMO 1097 0.1 1.2 nr nr nr nr 

7) n-nonanalAL 1101 0.1 0.3 nr nr nr nr 

8) Z-p-mente-2-en-1-olMO 1118 0.1 0.7 nr nr nr nr 

9) terpinen-4-olMO 1174 0.2 3.6 0.2 0.9 0.2 0.8 

10) α-terpineolMO 1188 nr nr 0.1 0.2 - 0.2 

11) Z-cinamato de metilaFE 1301 nr nr 0.1 0.6 0.4 6.1 

12) E-cinamato de metilaFE 1382 nr nr 74.3 87.2 58.2 85.1 

13) ciperenoHS 1398 0.4 10.0 nr nr nr nr 

14) E-cariofilenoHS 1418 0.2 2.9 3.3 12.0 6.2 18.2 

15) nd1* 1448 1.5 2.9 nr nr nr nr 

16) α-humulenoHS 1452 0.6 1.6 1.1 4.1 1.8 5.3 

17) dehidro-sesquicineolSO 1467 0.2 0.4 nr nr nr nr 

18) 7-epi-1,2-dehidro-esquicineolSO 1475 0.1 0.5 nr nr nr nr 

19) nd2* 1483 0.05 0.4 nr nr nr nr 

20) β-selinenoHS 1492 1.0 3.0 nr nr nr nr 

21) viridiflorenoHS 1496 0.1 1.3 nr nr nr nr 

22) nd3* 1511 17.9 43.3 nr nr nr nr 

23) nd4* 1514 0.2 9.7 nr nr nr nr 

24) nd5* 1519 0.1 0.6 nr nr nr nr 

25) δ-cadinenoHS 1521 0.1 0.4 nr nr nr nr 

26) nd6* 1535 2.8 6.5 nr nr nr nr 

27) nd1** 1550 nr nr 0.1 0.3 0.2 1.3 

28) óxido de cariofilenoSO 1580 0.5 1.9 1.4 4.7 1.5 9.4 

29) nd7* 1587 0.1 0.4 nr nr nr nr 

30) nd8* 1603 0.5 4.1 nr nr nr nr 

31) Z-sesquilavandulolSO 1607 nr nr 0.3 1.0 0.2 1.3 

32) β-atlantolSO 1611 0.2 2.1 nr nr nr nr 

33) isolongifolan-7-α-olSO 1614 0.05 1.4 0.1 0.4 0.1 0.4 

34) nd9* 1628 0.2 0.5 nr nr nr nr 

35) epóxi-alo-aromadendrenoSO 1630 nr nr 0.1 1.2 0.2 1.7 

36) nd10* 1633 0.1 1.3 nr nr nr nr 

37) selina-3,11-dien-6-α-olSO 1634 nr nr 0.2 2.1 0.5 3.5 
*nr= não registrado na população; IRc= Índice de retenção calculado; n= coletadas na população; nd= substância não 

identificada na população da (*)= região sudeste ou (**)= região sul; FE= fenilpropanóide, SO= sesquiterpeno oxigenado, 

HS= hidrocarboneto sesquiterpênico; MO= monoterpeno oxigenado, HM= hidrocarboneto monoterpênico, AL= aldeído. 
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Tabela 13. Continuação... 

Substâncias IRc 

População 

-Sudeste- -------Sul--------- 

OBn= 27 SSan= 17 ABn= 11 

Min Máx Min Máx Min Máx 

38) cedreanolSO 1648 2.6 9.8 nr nr nr nr 

39) nd11* 1652 0.1 1.5 nr nr nr nr 

40) 14-hidroxi-Z-cariofilenoSO 1663 0.8 5.9 nr nr nr nr 

41) nd12* 1668 0.1 0.2 nr nr nr nr 

42) nd13* 1675 0.2 3.0 nr nr nr nr 

43) nd14* 1682 0.1 6.1 nr nr nr nr 

44) nd15* 1696 0.1 0.7 nr nr nr nr 

45) 14-hidroxi-α-humulenoSO 1708 0.2 1.9 nr nr nr nr 

46) 2Z, 6E-farnesolSO 1720 0.1 2.1 nr nr nr nr 

47) nd16* 1737 0.3 0.3 nr nr nr nr 

48) nd17* 1768 2.0 9.5 nr nr nr nr 

49) nd18* 1786 0.1 6.0 nr nr nr nr 

50) nd19* 1797 2.2 19.6 nr nr nr nr 
*nr= não registrado na população; IRc= Índice de retenção calculado; n= plantas coletadas na população; nd= substância 

não identificada na população da (*)= região sudeste; SO= sesquiterpeno oxigenado. 

 

As estruturas químicas dos metabólitos identificados estão 

apresentadas na Figura 8, onde é possível visualizar que todos os monoterpenos identificados 

- exceto o linalol - são formados por esqueletos cíclicos. Predominantemente, sesquiterpenos 

cíclicos foram identificados no óleo essencial da população OB (TABELA 13, FIGURA 8).  



 
81 

 

Figura 8. Estrutura química das substâncias identificadas nos óleos essenciais das três 

populações de Lychnophora pinaster estudadas. A numeração das substâncias, entre 

parênteses, segue a sequência de numeração (No) da Tabela 13. 

 
*Estruturas químicas de Adams (2007). 
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Figura 8. Continuação... 

 
*Estruturas químicas de Adams (2007). 
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Os óleos essenciais das populações SSa e AB (região sul) 

apresentaram o fenilpropanóide (E)-cinamato de metila como majoritário (SSa: 80.3%; AB: 

72.1%) (TABELA 13), seguido dos hidrocarbonetos sesquiterpênicos E-cariofileno (SSa: 

8.1%; AB: 11.7%) e α-humuleno (SSa: 2.5%; AB: 3.4%) e do sesquiterpeno oxigenado 

óxido de cariofileno (SSa: 2.1%; AB: 3.3%) como os outros três constituintes mais 

abundantes (TABELA 13). Estas substâncias perfizeram 93.0% e 90.5% dos óleos essenciais 

de SSa e AB, respectivamente.  

Estudos prévios de avaliação da composição química do óleo 

essencial das populações AB e SSa foram realizados (ISOBE, 2012; SILVA, 2013). 

Comparados aos dados obtidos neste estudo, verificou-se que, passados aproximadamente 

três anos, a composição química do óleo essencial destas duas populações não se alterou sob 

o ponto de vista qualitativo.  

A população OB apresentou composição química complexa, 

composta principalmente por sesquiterpenos, e ausência de fenilpropanóides. A comparação 

dos espectros de massas das substâncias com o banco de dados do sistema GC-MS e índices 

de retenção não permitiu a identificação das substâncias mais abundantes até o momento. 

Os óleos essenciais desta população foram submetidos a técnicas cromatográficas usuais 

para isolamento das substâncias e análise por Ressonância Magnética Nuclear de Carbono-

13 e de Hidrogênio, cuja identificação está em andamento. Estas substâncias (32.8%, 7.5% 

e 5.4%= 45.7%), mais o sesquiterpeno oxigenado cedreanol (5.7%), perfizeram 51.4% do 

óleo essencial de OB (TABELA 13).  

A população OB (sudeste) tem como característica química em 

comum com populações de L. pinaster provenientes da região norte do Estado de Minas 

Gerais a presença dos sesquiterpenos oxigenados 14-hidroxi-Z-cariofileno e 14-hidroxi-α-

humuleno (TABELA 13; FIGURA 8), cujos metabólitos estão entre os mais abundantes nos 

óleos essenciais de populações provenientes dos municípios de Olho d’Água e Diamantina  

(VIEIRA, 2012). Populações de L. pinaster da região norte de Minas Gerais também não 

apresentam traço de substâncias pertencentes à classe dos fenipropanóides nos óleos 

essenciais.  

Foi verificado comportamento fenotípico diferencial entre os 

indivíduos de L. pinaster estudados quanto ao acúmulo dos metabólitos dentro das 

populações, como pode ser constatado nos Gráficos 10, 11 e 12 para os constituintes 

identificados. 
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Gráfico 10. Comportamento fenotípico diferencial dos indivíduos de Lychnophora pinaster provenientes da população AB (Carrancas, região 

sul) quanto ao acúmulo dos constituintes identificados nos óleos essenciais. Estado de Minas Gerais – Brasil. 
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Gráfico 11. Comportamento fenotípico diferencial dos indivíduos de Lychnophora pinaster provenientes da população SSa (Carrancas, região 

sul) quanto ao acúmulo dos constituintes identificados nos óleos essenciais. Estado de Minas Gerais – Brasil. 
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Gráfico 12. Comportamento fenotípico diferencial dos indivíduos de Lychnophora pinaster provenientes da população OB (entre municípios 

de Moeda e Itabirito, região sudeste) quanto ao acúmulo dos constituintes identificados nos óleos essenciais. Estado de Minas Gerais – Brasil.  

 



 
87 

 

Os dados detalhados (%) de composição química de cada indivíduo 

para cada população de L. pinaster podem ser verificados nos Apêndices 5, 6 e 7. 

  

5.3.1. Polimorfismo Químico das Populações 

 

Como já era o esperado, quando os dados de composição química 

média dos óleos essenciais das três populações estudadas foram analisados em conjunto, 

constatou-se na análise exploratória que as maiores distâncias química foram entre OB, 

proveniente da região sudeste, e as populações AB e SSa, provenientes da região sul 

(GRÁFICO 13).  

 

Gráfico 13. Distância Euclidiana par a par levando em conta a composição química dos 

óleos essenciais das populações de Lychnophora pinaster AB e SSa, provenientes da região 

sul, e OB, proveniente da região sudeste do Estado de Minas Gerais - Brasil.  

 

*Barras na vertical são equivalentes ao erro padrão.  

 

Consequentemente, levando em conta todos os indivíduos, a 

divergência química entre OB (sudeste) e AB/SSa (sul) também foi constatada pelo 

clustering hierárquico e pela PCA (GRÁFICO 14A-B). Na PCA, tendência à subdivisão da 

Classe II, que corresponde aos acessos provenientes de AB (em verde) e SSa (em vermelho) 

também pode ser observada (Gráfico 14B-C). Isto indica que, embora com perfil químico 

similar de óleo essencial (FIGURA 7A-B), quantivativamente, seus óleos essenciais tendem 

a possuírem padrões distintos. Esta divergência química entre populações foi investigada 

pela MANOVA na DA. 
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Gráfico 14. Dendograma de dissilimilaridade química (A) e Análise de Componentes Principais (B-C) levando em conta as populações de 

Lychnophora pinaster OB (região sudeste) e SSa e AB (sul) do Estado de Minas Gerais - Brasil.  

 
*ccof= coeficiente de correlação cofenético; dendograma baseado no algorítimo UPGMA e no índice de dissimilaridade da distância euclidiana.  
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Incialmente, pela DA, levando em conta as três populações, foi feita 

a validação do polimorfismo químico intraespecífico de L. pinaster com base nas 50 

substâncias estudadas nos óleos essenciais (TABELA 13).  

Constatou-se que os fenótipos químicos das três populações 

estudadas são pertencentes a três classes ou grupos, 100% distintos (APÊNDICE 8), e que 

existe ao menos um contraste significativo entre as médias das populações pela MANOVA 

(p-valor < 0.0001, alfa 0.05). 

As proporções relativas médias de 43 metabólitos diferiram entre 

populações pelo UTEMC (p-valor < 0.05), sendo que 37 metabólitos discriminaram o óleo 

essencial de OB (TABELA 14, coluna “População Discriminada”).  

Os três metabólitos com maior poder discriminante (maior F) foram: 

E-cinamato de metila, majoritário no óleo essencial de AB e SSa; e dois sesquiterpenos não 

identificados presentes em OB (nd1 e nd3), sendo um deles (nd3) o majoritário no óleo 

essencial (TABELA 14). As variáveis que melhor resumem este modelo DA são 

apresentadas no Gráfico 15. 

Mesmo entre populações muito próximas - neste caso AB e SSa -, 

foi verificado que a proporção relativa média de princípios ativos (α-pineno, β-pineno, E-

cinamato de metila, E-cariofileno, α-humuleno) também pode variar significativamente 

(GRÁFICO 16; TABELA 15). A divergência nos óleos essenciais de AB e SSa sob o ponto 

de vista quantitativo foi comprovada pela MANOVA (p-valor= 0.006; alfa= 0.05). A 

diferença entre os fenótipos químicos destas duas populações chegou em 100% pela matriz 

de confusão (APÊNDICE 9) em função de acúmulo significativamente maior de 

sesquiterpenos (E-cariofileno, isolongifolan-7-α-ol, selina-3,11-dien-6-α-ol, óxido de 

cariofileno, α-humuleno e de um sesquiterpeno não identificado (nd1)) e do fenilpropanóide 

Z-cinamato de metila no óleo essencial de AB e de acúmulo significativamente maior dos 

hidrocarbonetos monoterpênicos α-pineno e β-pineno e do fenilpropanóide E-cinamato de 

metila no óleo essencial de SSa (GRÁFICO 16; TABELA 15, ver p-valor).  Estas sustâncias 

exprimiram 100% da variação original dos dados, explicada por F1, e os metabólitos que 

mais contribuíram (maior F) para a diferenciação entre AB e SSa foram o sesquiterpeno não 

identificado ‘nd1’ (AB) e o E-cinamato de metila (SSa) (TABELA 15, vide F). 
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Tabela 14. Teste Unidimensional de Igualdade das Médias das Classes químicas formadas 

por AB, SSa e OB. As populações AB e SSa são provenientes da região sul e OB é 

proveniente da região sudeste do Estado de Minas Gerais - Brasil. 

Variável Lambda Fa p-valor 
População 

 

E-cinamato de metilaFE 0.012 2.177.531* < 0.0001 SSa 

nd1* 0.043 576.261* < 0.0001 OB 

nd3* 0.060 405.311* < 0.0001 OB 

β-selinenoHS 0.103 227.258* < 0.0001 OB 

cedreanolSO 0.146 151.684* < 0.0001 OB 

E-cariofilenoHS 0.176 121.365* < 0.0001 AB 

nd19 * 0.243 81.058 < 0.0001 OB 

14-hidroxi-α-humulenoSO 0.259 74.435 < 0.0001 OB 

nd21* 0.283 65.837 < 0.0001 OB 

Z-sesquilavandulolSO 0.284 65.524 < 0.0001 AB 

α-humulenoHS 0.323 54.549 < 0.0001 AB 

β-atlantolSO 0.333 52.191 < 0.0001 OB 

14-hidroxi-Z-cariofilenoSO 0.335 51.608 < 0.0001 OB 

nd9* 0.360 46.175 < 0.0001 OB 

nd1** 0.395 39.752 < 0.0001 AB 

selina-3,11-dien-6-α-olSO 0.431 34.389 < 0.0001 AB 

nd15* 0.462 30.334 < 0.0001 OB 

sabinenoHM 0.478 28.389 < 0.0001 OB 

viridiflorenoHS 0.495 26.534 < 0.0001 OB 

isolongifalano-7-α-olSO 0.508 25.211 < 0.0001 OB 

ciperenoHS 0.523 23.675 < 0.0001 OB 

linalolMO 0.526 23.476 < 0.0001 OB 

7-epi-1,2-dehidro-sesquicineolSO 0.531 23.008 < 0.0001 OB 

epóxi-alo-aromadendrenoSO 0.546 21.627 < 0.0001 AB 

nd17* 0.559 20.551 < 0.0001 OB 

nd10* 0.562 20.236 < 0.0001 OB 

2Z, 6E-farnesolSO 0.564 20.131 < 0.0001 OB 

Z-p-mente-2-en-1-olMO 0,572 19.433 < 0.0001 OB 

terpinen-4-olMO 0,574 19.331 < 0.0001 OB 

nd4* 0.592 17.934 < 0.0001 OB 

nd16* 0.595 17.710 < 0.0001 OB 

Z-cinamato de metilaFE 0.603 17.105 < 0.0001 AB 

α-pinenoHM 0.607 16.838 < 0.0001 SSa 

óxido de cariofilenoSO 0.632 15.138 < 0.0001 AB 

nd12* 0.635 14.963 < 0.0001 OB 

ɣ-terpinenoHM 0.649 14.066 < 0.0001 OB 

limonenoHM 0.662 13.257 < 0.0001 OB 

β-pinenoHM 0.723 9.971 0.0002 SSa 
*Metabólitos ordenados conforme poder discriminante; (*)= Variáveis com maior poder 

discriminante; p-valor calculado inferior ao alfa (0.05) indica que a variável difere entre classes pela 

DA; (*)= região sudeste, (**)= região sul; FE= fenilpropanóide, SO= sesquiterpeno oxigenado, HS= 

hidrocarboneto sesquiterpênico; MO= monoterpeno oxigenado, HM= hidrocarboneto monoterpênico, 

AL= aldeído. 
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Tabela 14. Continuação...  

Variável Lambda Fa p-valor 
População 

Discriminada 

nd20* 0.726 9.804 0.0002 OB 

nd2* 0.816 5.85 0.0051 OB 

nd5* 0.88 3.548 0.0359 OB 

α-terpineolMO 0.918 2.338 0.1066 - 

nd13 0.918 2.338 0.1066 OB 

δ-cadinenoHS 0.924 2.148 0.127 OB 

dehidro-sesquicineolSO 0.924 2.129 0.1292 OB 

nd14* 0.927 2.048 0.1392 OB 

nd18* 0.981 0.509 0.604 OB 

nd6b - - - - 
*Metabólitos ordenados conforme poder discriminante; (*)= Variáveis com maior poder 

discriminante; p-valor calculado inferior ao alfa (0.05) indica que a variável difere entre 

classes pela DA; (*)= região sudeste, (**)= região sul; FE= fenilpropanóide, SO= 

sesquiterpeno oxigenado, HS= hidrocarboneto sesquiterpênico; MO= monoterpeno 

oxigenado, HM= hidrocarboneto monoterpênico, AL= aldeído. 
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Gráfico 15. Análise Discriminante para validação da divergência química nos óleos essenciais das populações de Lychnophora pinaster 

provenientes das regiões sul, AB e SSa, e sudeste, OB, do Estado de Minas Gerais - Brasil. Diagrama vetorial exibindo as correlações negativas 

e positivas dos metabólitos com o primeiro fator. 

 

*Lambda 0.000; F (Valor observado) 521.102, F (Valor crítico) 1.815, p-valor < 0.0001, alfa 0.05. 

  

Classe I 

Classe II 

Classe III 
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Gráfico 16. Análise Discriminante para validação da divergência química nos óleos 

essenciais de AB e SSa, provenientes do município de Carrancas, localizado na região sul 

do Estado de Minas Gerais - Brasil. Gráfico de escores (A) e diagrama vetorial exibindo as 

correlações negativas e positivas dos 16 metabólitos com o primeiro fator (B). 
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Tabela 15. Teste Unidimensional de Igualdade das Médias das Classes químicas formadas 

pelos óleos essenciais das populações SSa e AB via Análise Discriminante. As populações 

AB e SSa são provenientes da região sul do Estado de Minas Gerais - Brasil. 

Variável Lambda Fa p-valor 
População 

Discriminada 

nd1 0.624 15.671* 0.001 AB 

E-cinamato de metilaFE 0.686 11.910* 0.002 SSa 

Z-cinamato de metilaFE 0.742 9.020* 0.006 AB 

E-cariofilenoHS 0.759 8.269* 0.008 AB 

α-pinenoHM 0.771 7.741* 0.010 SSa 

α-humulenoHS 0.784 7.144* 0.013 AB 

β-pinenoHM 0.790 6.922 0.014 SSa 

isolongifolan-7-α-olSO 0.796 6.674 0.016 AB 

selina-3,11-dien-6-α-olSO 0.838 5.018 0.034 AB 

óxido de cariofilenoSO 0.858 4.315 0.048 AB 

Z-sesquilavandulolSO 0.867 3.974 0.057 AB 

epóxi-alo-aromadendrenoSO 0.883 3.439 0.075 AB 

limonenoHM 0.926 2.070 0.162 SSa 

γ-terpinenoHM 0.967 0.885 0.356 SSa 

α-terpineolMO 0.997 0.078 0.782 SSa 

terpinen-4-olMO 1.000 0.001 0.981 SSa 
*Metabólitos ordenados conforme poder discriminante; (*)= Variáveis com maior poder discriminante; 

p-valor calculado inferior ao alfa (0.05) indica que a variável difere entre classes pela DA;HM= 

Hidrocarboneto monoterpênico, MO=Monoterpeno oxigenado, FE= Fenilpropanóide, HS= Hidrocarboneto 

sesquiterpênico, SO= Sesquiterpeno oxigenado. 

 

 

5.4. Relação entre a Química e os Fatores Ambientais  

 

5.4.1. Populações do Sul versus População do Sudeste 

 

Através da Análise de Redundância (RDA) foi verificado que um 

total de 92.7% da variação química no óleo essencial entre populações foi explicada pelos 

solos e 7.3% não foi explicada por este preditor. O Gráfico 17 apresenta os resultados da 

relação linear (p-valor: < 0.0001; alfa 0.05) entre os metabólitos que caracterizam os óleos 

essenciais de AB, OB e SSa (GRÁFICO 15), denominados na análise como variáveis 

respostas ou Y, e as variáveis que caracterizam os seus solos de origem (GRÁFICO 8B), 

denominadas de variáveis explicativas ou X. 

Quando as coordenadas geográficas e a altitude foram consideradas 

como variáveis explicativas (X) foi verificado que 53.5% da variação química no óleo 

essencial entre populações foi explicada por estes preditores e 46.5% não foi explicada, 

tendo o modelo RDA indicado relação linear (p-valor: < 0.0001; alfa 0.05) entre os 

metabólitos (Y) característicos do óleo essencial de OB (Cluster I) com a latitude e a 
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longitude (GRÁFICO 18A-B). Nenhuma relação linear entre os metabólitos de AB e SSa 

com estes fatores ficou evidente (GRÁFICO 18A-B). Uma certa tendência dos 

monoterpenos α-pineno e β-pineno se correlacionarem com a altitude foi verificada para 

amostras coletadas na população SSa (GRÁFICO 18A-B). Porém, para este caso, cautela 

deve ser tomada com relação ao resultado, uma vez que os pontos X e Y destas variáveis 

não estão muito próximos. 

Comparado aos das populações da região sul (SSa e AB), o solo de 

origem da população OB apresentou teores significativamente maiores da maioria dos 

nutrientes estudados, como, por exemplo, de Fe, Mn, S, P (114.8, 14.2, 10.3 e 9.6 mg/dm3, 

respectivamente), Ca e Mg (13.4 e 2.3 mmolc/dm3, respectivamente) (TABELA 10, 

GRÁFICO 17). Uma proposição inicial foi a de que, como o Mg e algumas vezes Mn estão 

associados com o estreito requerimento das sesquiterpenos sintates a íons de metais 

divalentes como cofatores para exercer atividade enzimática e produzir sesquiterpenos 

(STARKS et al., 1997; PICAUD et al., 2005; DEGENHARDT et al., 2009), os teores  

maiores de Mg ou Mn no solo da população OB estariam contribuindo para a predomiância 

dos sesquiterpenos em seu óleo essencial, pois maior atividade das sesquiterpenos sintases 

poderia estar ocorrendo em função da maior disponibilidade destes cofatores, especialmente 

Mg.  

No entanto, isto pode não acontecer, pois se observarmos os valores 

de pH dos solos de todas as populações estudadas (OB= 3.6, SSa= 3.9 e AB= 4.0) (TABELA 

10), que é muito ácido, poderíamos supor que a influência do Mg pode ser, a princípio, 

destarcada, uma vez que em condições de pH muito ácido a sua disponibilidade para a planta 

no solo é reduzida, pois a sua solubilidade diminui; o que pode ser observado então para 

todas as populações. Para Mn pode ser o contrário, pois a elevação do pH é que o torna 

indisponível para planta, sendo que em pH baixo, ele encontra-se disponível. De acordo com 

Silva e Souza (1998), nutrientes como K, Ca, Mg, N, S, B e P estão menos disponíveis par 

a planta em solos com pH baixo e outros, como Fe, Cu, Mn e Zn mostram comportamento 

inverso.  Porém, solos muitos ácidos podem intoxicar a planta por Mn (ARQUIVOS DO 

AGRONÔMICO, 2010). Assim, esta questão deve ser melhor investigada em estudos 

adicionais com L. pinaster, em situações preferencialmente controladas. 

O é mais provável de estar acontecendo neste caso é que esteja 

ocorrendo expressão diferencial de genes que codificam estas sesquiterpenos sintases em 

função das condições ambientais locais, o que acaba gerando perfil químico diferente entre 
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populações das regiões. Por outro lado, outros preditores ambientais podem estar modulando 

a atividade de reações catalizadas pela fenilalanina amônia liase (PAL) nas populações da 

região sul (AB/SSa), cuja rota biossintética do ácido chiquímico é a predominante.  
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Gráfico 17. Análise de Redundância entre as composições químicas dos solos de origem (X) e os metabólitos dos óleos essenciais (Y) 

característicos das populações de Lychnophora pinaster. Populações AB e SSa são provenientes da região sul e OB é proveniente da região 

sudeste do Estado de Minas Gerais – Brasil. 

 

*Permutações: 500; Pseudo F: 7.295; p-valor: < 0.0001; alfa: 0.05.
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Gráfico 18. Análise de Redundância entre os fatores latitude, lontigude e altitude (X) e os metabólitos dos óleos essenciais (Y) característicos 

das populações de Lychnophora pinaster. AB e SSa são provenientes da região sul e OB é proveniente da região sudeste do Estado de Minas 

Gerais - Brasil.  

 
*Permutações 500; Pseudo F 15.724; p-valor < 0.0001; alfa 0.05. 
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5.4.2 Populações do Sul 

 

Quando apenas AB e SSa foram consideradas no modelo RDA (p-

valor 0.018; alfa= 0.05), α-pineno, β-pineno e E-cinamato de metila, principais 

discriminantes do óleo essencial de SSa (GRÁFICO 16B), tenderam a associar-se com a 

longitude e a elevada altitude (1292 m) (GRÁFICO 19A-B), característica do local de 

origem da população SSa (TABELA 2). Isto pode sugerir a participação destes metabólitos 

no processo de proteção vegetal contra danos causados por estresse relacionados à altitude, 

como elevado índice de radiação UV, por exemplo; merecendo ser investigado. Os 

sesquiterpenos (E-cariofileno, α-humuleno, Z-sesquilavandulol, nd1, óxido de cariofileno, 

selina-3,11-dien-6-α-ol, epóxi-alo-aromadendreno e isolongifolan-7-α-ol) e o 

fenilpropanóide Z-cinamato de metila, discriminantes do óleo essencial de AB (GRÁFICO 

16B) se relacionaram com a latitude (GRÁFICO 19A-B). Latitude, longitude e altitude 

explicaram somente 25.4% da variação química no óleo essencial entre AB e SSa, ao passo 

que 74.6% da variação não foi explicada por estes preditores.  

Relação linear dos metabólitos característicos dos óleos essenciais 

de SSa e AB com as variáveis que discriminam os seus solos de origem (GRÁFICO 9B) 

também foi revelada (p-valor 0.048; alfa= 0.05), como entre S, Al e Cu com os metabólitos 

α-pineno, β-pineno e E-cinamato de metila para as amostras coletadas em SSa (GRÁFICO 

20A-B) e entre as variáveis de solo Zn, B e pH com sesquiterpenos e o fenilpropanóide Z-

cinamato de metila para amostras coletadas em AB (GRÁFICO 20A-B). Foi verificado que 

49.7% da variação química dos óleos essenciais entre AB e SSa foi explicada pelos solos, 

ao passo que 50.3% não foi explicada. 

A influência de fatores ambientais na composição química dos óleos 

essenciais de Asteraceae é documentada (SILVA et al., 2007; BARON et al., 2014; 

ZOUARI et al., 2014; ANDREANI et al., 2015). O mesmo para representantes de outras 

famílias, como Hyptis suaveolens (Lamiaceae), cujo maior acúmulo de hidrocarbonetos 

monoterpênicos foi verificado nos óleos essenciais de indivíduos crescendo em locais de 

maiores altitudes e solo com maior teor de Cu (OLIVEIRA et al., 2005), corroborando com 

o atual estudo. Maior acúmulo de hidrocarbonetos monoterpênicos, como o α-pineno e β-

pineno em folhas de Pistacia lentiscus L. (Anacardiaceae) também ocorreu em maiores 

altitudes (SAID et al., 2011). O mesmo para α-pineno e alguns monoterpenos oxigenados de 

Pinus yunnanensis Franch. (Pinaceae) (HENGXIAO et al., 1999).  
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Maior atividade da PAL foi verificada ocorrer em meio com maior 

teor de Al e Cu para outras espécies vegetais (Phyllanthus tenellus Roxb (Phyllanthaceae), 

Matricaria chamomilla L. (Asteraceae), Phaseolus vulgaris L. var. Belna (Fabaceae), 

Sorghum bicolor (l.) Moench (Poaceae) (SANTIAGO et al., 2000; KOVÁCIK et al., 2008, 

BOUAZIZI et al., 2011; MALMIR, 2012), sugerindo o seu papel no combate de estresses 

oxidativos causado por metais. Atividade da PAL também é aumentada por fatores 

ambientais como a luz (pelo seu efeito no citocromo), infecção por fungos e os baixos níveis 

de nutrientes (TAIZ e ZEIGER, 2009). Como visto anteriormente, comparados ao solo de 

OB, os solos de origem de AB e SSa se mostraram pobres com relação aos teores de matéria 

orgânica (MO), P, Al, H+Al, Ca, Mg, S, B, Fe, Mn e Zn (TABELA 10, GRÁFICO 8); o que 

poderia contribuir para o maior acúmulo de E-cinamato de metila no óleo essencial das 

populações provenientes do sul, merecendo estudos complementares.



 
101 

 

Gráfico 19. Análise de Redundância entre os fatores latitude, longitude e altitude “X” e a 

composição química dos óleos essenciais “Y” das populações de Lychnophora pinaster AB 

e SSa, provenientes da região sul de Minas Gerais.  

 

*Permutações 500, Pseudo F 1.363, p-valor 0.018, alfa 0.050. 

 

 

  



 
102 

 

Gráfico 20. Análise de Redundância entre as composições químicas dos solos de origem 

“X” e óleos essenciais “Y” das populações de Lychnophora pinaster AB e SSa, provenientes 

da região sul de Minas Gerais.  

 

*Permutações 500, Pseudo F 1.791; p-valor 0.048, alfa 0.05. 

 

5.5. Correlação entre Química e Genética 

 

Após verificação do papel dos preditores ambientais na variação da 

composição química dos óleos essenciais na seção anterior, nesta atual seção, foi analisada 

a importância do fator genético (dados SSR: marcador neutro) em explicar tal variação.  

Para tanto, valores dos coefientes de correlação matricial (r) simples 

e parciais obtidos das relações entre “química vs preditores ambientais” e “química vs 

preditor genético” foram comparados para constatar qual dos preditores (ambiental ou 
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genético) são os mais importantes para explicar a variação da composição química do óleo 

essencial em L. pinaster.  

Inicialmente, foi realizado um teste de correlação matricial simples 

entre as distâncias Euclidianas química e genética das três populações pelo teste de Mantel, 

que gerou um r= 0.553 (p-valor < 0.0001).  Este valor foi inferior ao r obtido da correlação 

simples entre as matrizes das distâncias Euclidianas obtidas para os dados químicos e das 

distâncias geográficas (r= 0.970; p-valor < 0.0001).    

Um alto ou baixo valor do coeficiente de correlação matricial 

simples pode ser resultado do efeito que uma terceira matriz ou um grupo de matrizes exerce 

simultaneamente sobre as duas primeiras (TELLES et al., 2001). Através de correlações 

matriciais parciais, pode-se remover o efeito de uma terceira matriz sobre a associação 

matricial estudada (SMOUSE et al., 1986), obtendo-se resuldados mais seguros. Assim, 

levando em conta o efeito de uma terceira matriz, foi realizado o desdobramento dos dados 

pelo teste de Mantel parcial, onde o efeito da terceira matriz é controlado. 

Quando o efeito da distância geográfica foi controlado, o coeficiente 

de correlação parcial entre química e a genética (rp= 0.121; p-valor= < 0.0001) tornou-se 

mais baixo que o coeficiente de correlação simples (r= 0.553), obtido anteriormente. Por 

outro lado, quando o efeito da genética foi controlado, o coeficiente de correlação parcial 

entre química e a distância geográfica foi positivo, forte e significativo (rp= 0.943, p-valor= 

< 0.0001), bastante similar ao coeficiente de correlação matricial simples obtido 

anteriormente (r= 0.970). Um forte, positivo e significativo coeficiente de correlação 

matricial simples entre as distâncias Euclidianas obtidas para os dados de nutrientes do solo 

e composição química dos óleos essenciais também foi obtido (r= 0.909; p-valor< 0,0001). 

Estes dados sugerem que os marcadores microssatélites (marcadores 

neutros) estão até certo ponto correlacionados ao perfil químico do óleo essencial. Esta 

correlação, no entanto, embora positiva, é fraca (Mantel parcial, r= 0.121), sugerindo que a 

deriva genética não é o principal fator influenciando no polimorfismo químico do óleo 

essencial das populações de L. pinaster. Contudo, r= 0.121 pode ser o reflexo da variação 

entre os fenótipos químicos dentro de cada população levando em conta o rendimento e a 

composição química de óleo essencial (GRÁFICOS 10, 11, 12 e 23A). Partindo do 

pressuposto de que cada fenótipo está potencialmente submetido às mesmas condições 

ambientais dentro da população (mesma estrutura de solo, clima, etc), é bem provável que, 
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neste caso, a base para a variação intrapopulacional esteja relacionada à composição genética 

de cada indivíduo.  

O que estes resultados apontam, principalmente, é que o 

polimorfismo químico do óleo essencial de L. pinaster tende mais a ser o reflexo de uma 

seleção natural de acordo com os fatores ambientais locais. Isto poderia ajudar a explicar o 

porquê de um material proveniente de uma população nativa de Lavras - Minas Gerais, cujo 

constituinte majoritário era o sesquiterpeno oxigenado cedr-8(15)-en-9-alfa-ol, passou a 

produzir o fenilpropanóide E-cinamato de metila como majoritário quando cultivado em 

Botucatu - São Paulo (HABER, 2008).  

Estes resultados mostram um avanço no conhecimento dos fatores 

que determinam a quantidade e a qualidade do óleo essencial de L. pinaster. A variação na 

proporção relativa média entre populações evidencia o valor ecológico adaptativo na 

produção destes metabólitos. Porém, tal variação pode comprometer a eficácia terapêutica 

dos óleos essenciais e dos extratos.  

 

5.6. Composição Química dos Extratos Etanólicos das Populações de 

Lychnophora pinaster  

 

A escolha pela investigação de extratos polares de L. pinaster foi 

devido ao fato da planta na medicina tradicional ser utilizada em preparações alcoólicas ou 

hidroalcoólicas. De acordo com os dados de literatura, os princípios ativos dos extratos de 

L. pinaster são 15-deoxi-goiazensolido (massa molecular= 344), ácido cafeico (180), ácido 

isoclorogênico (354), vitexina (432), isovitexina (432), ácido E-lichnofórico (254), α-

amirina (426), quercetina (302), lupeol (426), estigmasterol (412), sitosterol (414) e 

friedelina (426) (CHIARI et al., 1991; DUARTE et al., 1993; SILVEIRA et al., 2005a; 

ALCÂNTARA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 1996;  SILVEIRA et al., 2005a; KELES et 

al., 2011; ABREU et al., 2011; ABREU et al., 2013). 

A análise dos extratos etanólicos por UHPLC-ESI-MS no modo 

negativo foi considerada apropriada para o monitoramento destes princípios ativos, uma vez 

que no modo positivo nenhum íon dos princípios ativos foi observado. Assim, somente os 

resultados em modo negativo são apresentados. 
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5.6.1. Caracterização Qualitativa dos Extratos 

 

A Figura 9 apresenta os espectros ESI-MS no modo negativo dos 

fingerprints das amostras dos extratos etanólicos de cada população de L. pinaster. Embora 

nenhuma abordagem quimiométrica tenha sido realizada, comparação visual direta dos 

fingerprints ESI-MS seguiu o mesmo padrão espacial apresentado pelos óleos essenciais, 

onde populações do sul (AB/SSa) apresentaram perfil químico similar, enquanto a população 

OB (sudeste) apresentou perfil químico divergente das demais (FIGURA 9).  

 

Figura 9. Espectros ESI(-)-MS dos extratos etanólicos das populações de Lychnophora 

pinaster AB (A), OB (B) e SSa (C). AB e SSa são provenientes da região sul e OB da região 

sudeste do Estado de Minas Gerais - Brasil. Scans na extensão de 100-800 m/z, modo 

negativo. 

 

 

As amostras dos extratos de AB e SSa compartilharam os mesmos 

íons, sendo o de m/z 313 o mais intenso (FIGURA 9A e C). Na amostra do extrato da 

população OB, o íon de m/z 233 foi o mais intenso, seguido dos íons de m/z 191, 249, 515 e 

353 (FIGURA 9B). Os íons de m/z 191, 353 e 515 também foram encontrados nas amostras 

de SSa e AB, porém, em menores itensidades (FIGURA 9A e C). As amostras das três 

populações também compartilharam em intensidades baixas o íon de m/z 593, (FIGURA 9A, 

B e C).  
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Utilizando uma eluição cromatográfica com detecção por ESI-MS 

em modo negativo também foi possível notar as semelhanças entre os perfis cromatográficos 

dos extratos das populações SSa e AB em contraste ao perfil cromatográfico da amostra de 

OB (FIGURA 10A, B e C). 

 

Figura 10. Cromatogramas UHPLC-MS em modo negativo dos extratos etanólicos das 

partes aéreas das populações de Lychnophora pinaster SSa (A), OB (B) e AB (C). AB e SSa 

são provenientes da região sul e OB da região sudeste do Estado de Minas Gerais - Brasil.  

  
 

5.6.2. Busca pelos Princípios Ativos  

 

Dos 12 metabólitos já registrados em L. pinaster cujas atividades 

biológicas foram comprovadas na literatura (TABELA 1) três - ácido clorogênico, 

quercetina e friedelina – foram identificados nas amostras dos extratos das populações 

estudadas. Adicionalmente, foram identificados os ácidos p-cumárico e dicafeoilquínico. As 

suas estruturas estão apresentadas na Figura 11. 
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Figura 11. Estruturas químicas dos compostos identificados nos extratos etanólicos da parte 

aérea das populações de Lychnophora pinaster AB, SSa e OB. AB e SSa são provenientes 

da região sul e OB da região sudeste do Estado de Minas Gerais - Brasil. 

 

*Estruturas químicas obtidas do banco de dados de estruturas químicas ChemSpider. 

 

Na Tabela 16 é possível verificar com detalhes os resultados do 

monitoramento dos princípios ativos utilizando UHPLC-ESI-MS/MS e GC-MS, onde são 

apresentadas a quantidade de íons detectados por população, o tempo de retenção (tR) e o 

método de idenficação utilizado.  

Nas populações AB e SSa foram encontrados oito íons com m/z 

compatível às massas moleculares dos princípios ativos descritos na Tabela 1 e sete íons na 

população OB (TABELA 16).   

Com o uso de padrões comerciais do ácido clorogênico e da 

quercetina (FIGURA 12A e E), por UHPLC, os íons de m/z 353 (tR= ≅3.04 min) e 301 (tR= 

≅5.41 min) foram identificados em todas as populações (FIGURAS 13B e E; 14B e E; 15B 

e E).  
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Os íons de m/z 343 e 253 apresentaram relação m/z compatível com 

os princípios ativos 15-deoxi-goiazensolido e ácido E-lichnofórico, respectivamente 

(TABELA 1), sugerindo a presença destas substâncias nos extratos. Porém, necessitam de 

análises complementares para a inequívoca elucidação estrutural das substâncias. Os 

espectros de fragmentação ESI(-)-MS/MS destes dois íons são apresentados nos Apêndices 

10 e 11.  

Adicionalmente, em todas as populações, o íon de m/z 163 (tR= 

≅4.06 min) foi identificado como o ácido p-cumárico por meio da comparação com padrão 

comercial (FIGURAS 12D, 13D, 14D e 15D) e os de m/z 515 (tR=  ≅4.24/4.63 min) como 

derivados do ácido dicafeoilquinico (FIGURAS 13C, 14C e 15C) através da comparação dos 

espectros de fragmentação ESI(-)-MS/MS (FIGURA 16) com a literatura (MORAES et al., 

2009).  

Nas análises também foram utilizados os padrões comerciais da 

rutina (m/z de 609; tR= 4.47 min) e da vitexina (m/z de 431; tR= 4.18 min) (FIGURA 12B e 

C), porém, estas substâncias não foram detectadas nos extratos das populações estudadas.  

Um isômero da vitexina foi detectado nos extratos de AB e SSa (tR= 

5.45 min) (FIGURAS 13A e 14A) e dois isômeros do ácido clorogênico (tR= ≅2.48/3.17 

min) foram detectados nos extratos das três populações (FIGURAS 13E, 14E e 15E). 

O íon de m/z 426 (tR= ≅ 48.0 min), detectado por GC-MS, foi 

identificado como a friedelina mediante a comparação do espectro de massas com a literatura 

(CHEN et al., 2005)  e o banco de dados do sistema GC-MS. 
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Tabela 16. Dados adquiridos na análise dos extratos das populações de Lychnophora 

pinaster AB, SSa e OB por UHPLC-ESI-MS/MS em modo negativo e GC-MS.  

População 

Quantidade 

de íons 

registrados 

tR 

(min) 

ESI- [M - H]- 

m/z 
Identificação 

Método 

Identificação 

AB      

Região Sul 1 2.49 353* isômero ácido clorogênico  

 2 3.04 353* ácido clorogênico 1 

 3 3.19 353* isômero ácido clorogênico  

 4 4.05 163 ácido p-cumárico 1 

 5 4.24 515 ácido dicafeoilquínico 2 

 6 4.63 515 ácido dicafeoilquínico 2 

 7 5.41 301* quercetina 1 

 8 5.45 431* isômero vitexina  

 9 6.59 343*   

 10 6.61 253*   

 11 48.13 426* friedelina 3 

SSa      

Região Sul 1 2.48 353* isômero ácido clorogênico  

 2 3.04 353* ácido clorogênico 1 

 3 3.17 353* isômero ácido clorogênico  

 4 4.06 163 ácido p-cumárico 1 

 5 4.24 515 ácido dicafeoilquínico 2 

 6 4.62 515 ácido dicafeoilquínico 2 

 7 5.43 301* quercetina 1 

 8 5.45 431* isômero vitexina  

 9 6.59 343*   

 10 6.80 253*   

 11 47.82 426* friedelina 3 

OB      

Região Sudeste 1 2.48 353* isômero ácido clorogênico  

 2 3.05 353* ácido clorogênico 1 

 3 3.16 353* isômero ácido clorogênico  

 4 4.06 163 ácido p-cumárico 1 

 5 4.25 515 ácido dicafeoilquínico 2 

 6 4.60 515 ácido dicafeoilquínico 2 

 7 5.42 301* quercetina 1 

 8 6.77 253*   

 9 6.86 343*   

 10 48.07 426* friedelina 3 
1=Via UHPLC, espectro de massa comparado com o padrão comercial da substância;  
2=Comparação do espectro de massa obtido por UHPLC com espectro de massa da literatura; 
3=Comparação do espectro de massa obtido por GC-MS com espectro de massa da literatura. 

*= Íons monitorados nos extratos.
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Figura 12. Cromatogramas UHPLC-MS em modo negativo dos padrões comerciais da (A) quercetina – m/z de 301, tR 5.41 min; (B) rutina – 

m/z de 609,  tR 4.47 min; (C)  vitexina – m/z de 431, tR 4.18 min; (D) ácido p-cumárico – m/z de 163,  tR 4.05 min; (E) ácido clorogênico – 

m/z de 353, tR 3.05 min. 
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Figura 13. Cromatogramas UHPLC-MS em modo negativo do extrato etanólico da população AB, selecionando os íons (A) de m/z 431 – 

vitexina, (B) de m/z 301- quercetina, (C) de m/z 515 – derivados do ácido dicafeoilquínico, (D) de m/z 163 – ácido p-cumárico, (E) de m/z 353 

– ácido clorogênico. População proveniente de Carrancas, região sul do Estado de Minas Gerais – Brasil. 
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Figura 14. Cromatogramas UHPLC-MS em modo negativo do extrato etanólico da população SSa, selecionando os íons (A) de m/z 431 – 

vitexina, (B) de m/z 301- quercetina, (C) de m/z 515 – derivados do ácido dicafeoilquínico, (D) de m/z 163 – ácido p-cumárico, (E) de m/z 353 

– ácido clorogênico. População proveniente de Carrancas, região sul do Estado de Minas Gerais – Brasil. 
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Figura 15. Cromatogramas UHPLC-MS em modo negativo do extrato etanólico da população OB, selecionando os íons (A) de m/z 431 – 

vitexina, (B) de m/z 301- quercetina, (C) de m/z 515 – derivados do ácido dicafeoilquínico, (D) de m/z 163 – ácido p-cumárico, (E) de m/z 353 

– ácido clorogênico.  População entre Moeda e Itabirito, no sudeste do Estado de Minas Gerais – Brasil. 
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Figura 16. Espectros de massas ESI-MS/MS em modo negativo dos íons de m/z 515 – 

derivados do ácido dicafeoilquínico - encontrados nos extratos etanólicos das partes aéreas 

das populações de Lychnophora pinaster AB (A-B),  SSa (C-D) e OB (E-F). AB e SSa são 

provenientes da região sul e OB da região sudeste do Estado de Minas Gerais - Brasil. 

 
 

 

 

 

Nove dos íons detectados em modo negativo nas amostras de 
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candelabrum, L.pohlii, L.peusovilosissima e L. visolissima), m/z 593 - vicenina-2 (L. 

candelabrum, L. pohlii, L. peusovilosissima e L.visolissim), m/z 609 - não identificado (L. 

pseudovilosissima).  

Adicionalmente, as massas da quercetina, do ácido p-cumárico e do 

ácido clorogênico nos extratos foram determinadas utilizando os valores de b e a das 

equações das retas geradas pelas curvas de calibração (GRÁFICO 21A, B e C). As curvas 

de linearidade de todos os analitos apresentaram coeficiente de correlação (r) > 0.9900.  

 

Gráfico 21. Curva de calibração obtida pelo método do padrão externo com  diferentes 

concentrações (ng) dos padrões comerciais de ácido clorogênico (A), ácido p-cumárico (B) 

e quercetina (C) para a determinação das concentrações dos analitos por grama de extrato 

das populações AB, SSa e OB. 

 

 

A quantidade de quercetina, ácido p-cumárico e do ácido 

clorogênico foi expressa por grama de extrato etanólico para cada população, enquanto a 

quantidade de friedelina foi expressa em proporção relativa nos extratos, conforme 

apresentado na Tabela 17. 

 



 
116 

 

Tabela 17. Massa de ácido clorogênico, ácido p-cumárico e de quercetina por grama de 

extrato etanólico e proporção relativa (%) de friedelina nos extratos etanólicos das 

populações (Pop) de Lychnophora pinaster (SSa, AB e OB).  

Pop 
-------------------------------Massa------------------------- ----(%)----- 

ácido clorogênicoa ácido p-cumaricoa quercetinaa friedelinab 

SSa 2.06 mg 60.0 µg 0.45 mg 19.6 

AB 2.42 mg 51.4 µg 0.59 mg 24.0 

OB 1.95 mg 34.4 ng 0.75 mg 16.4 
aAnálise e identificação por UHPLC-ESI-MS/MS; bAnálise e identificação por GC-MS. 

AB e SSa: região sul e OB: região sudeste, Minas Gerais - Brasil 

 

Os extratos das três populações apresentaram quantidade similar de 

ácido clorogênico, com destaque para AB (2.42 mg). O extrato de SSa apresentou maior 

quantidade de ácido p-cumárico por grama de extrato (60 µg) e o extrato de AB maior 

proporção relativa de friedelina nos extratos (24.0%). Comparada às populações do sul a 

população OB (sudeste) apresentou maior quantidade de quercetina por grama de extrato 

(0.75 mg) (TABELA 17).  

Embora a prioridade inicial fosse a de monitorar os íons dos 

princípios ativos descritos na literatura para a espécie (TABELA 1), outras substâncias 

polares e que contém funções ácidas, como fenóis e ácidos carboxílicos, mais facilmente 

desprotonadas e, conseqüentemente, analisadas no modo negativo (COLE, 1997; VESTAL, 

2001) podem estar presentes nos extratos.  

 

5.7. Rendimento dos Óleos Essenciais e Extratos 

 

Foram obtidas grande quantidade de extratos de todas as populações 

estudadas. O rendimento entre populações foi muito similar (GRÁFICO 22).  
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Gráfico 22. Rendimento (%) dos extratos etanólicos das populações de Lychnophora 

pinaster AB e SSa, provenientes da região sul, e OB, da região sudeste do Estado de Minas 

Gerais – Brasil. 

 

 

Quanto ao rendimento de óleo essencial, dentro das populações, 

foram registradas variações do rendimento entre acessos, evidenciando comportamento 

fenotípico diferencial (GRÁFICO 23A).  

Embora baixa, maior variabilidade fenotípica de rendimento 

intrapopulacional foi constatada em SSa (σ2= 0.09), seguido de AB (σ2=0.05) e OB (σ2= 

0.0004). 

Diferenças significativas quanto ao rendimento médio de óleo 

essencial foram constatadas entre populações (GRÁFICO 23B), tendo SSa e AB maior 

rendimento médio de óleo essencial (0.57% e 0.41%, respectivamente) e OB o menor 

(0.03%). 

Comparando os padrões do Gráfico 6A, de altitude, com o de 

rendimento médio de óleo essencial, Gráfico 23B, é possível constatar que não existe uma 

relação de quanto maior a altitude maior o rendimento ou vice-versa.  

Como o teste de Mantel revelou fraca correlação entre as matrizes 

de altitude e de rendimento de óleo essencial (r= 0.28; p= 0.0005; 999 permutações) e 

nenhuma correlação entre as matrizes de distância dos dados obtidos para os nutrientes dos 

solos com o rendimento (r= 0.1049; p= 0.2349; 999 permutações), um indicativo é o de que 
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outros fatores possam ter contribuído para a maior produção de óleo essencial pelos 

indivíduos provenientes das populações AB e SSa (sul).  

Uma proposição é a de que a precipitação seja um dos fatores que 

influenciaram no rendimento de óleo essencial, uma vez que na região de AB/SSa o volume 

de chuvas foi maior (229 mm) do que na região de OB (sudeste) (59 mm) (GRÁFICO 5B). 

Associados à precipitação, as condições de temperatura e radiação dos seus locais de origem 

(dados não mensurados) podem ter favorecido o acúmulo de óleo essencial, merecendo 

estudos complementares.  

Incremento no rendimento de óleo essencial de Aloysia triphylla 

Royle (Verbenaceae) e de Mentha L. (Lamiaceae) em função de maior precipatação e de 

condições ideiais de radiação e de tempetura foi observado (DESCHAMPS et al., 2008; 

PAULUS et al., 2013).  
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Gráfico 23. Rendimento (%) dos óleos essenciais dos 55 indivíduos de Lychnophora pinaster estudados (A) e rendimento médio dos óleos 

essenciais das populações (B) AB e SSa, proveniente da região sul, e OB, proveniente da região sudeste do Estado de Minas Gerais – Brasil 

(B). Acessos AB_5 até AB_23: provenientes pop AB, de Carrancas (região sul); SSa_2 até SSa_25 provenientes pop SSa, de Carrancas (região sul); OB_2 até OB_36 provenientes da pop 

OB, entre os municípios de Moeda e Itabirito (região sudeste).  

 

*Médias com mesma letra não diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade; Teste de Fisher < 0.0001. R² (coeficiente de determinação)= 0.64, ou seja, 62% da 

variabilidade está sendo explicada pela variável exploratória. Desvio padrão= 0.31. Acessos com maior rendimento de óleo essencial estão marcados com asterisco (*). 
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5.8. Estudo in vitro da Atividade Tripanocida e de Citotoxicidade dos Extratos 

Etanólicos e dos Óleos Essenciais 

 

Os dados apresentados são referentes a ensaios realizados utilizando 

a forma amastigota de T. cruzi (cepa Y - TcII), que são estágios evolutivos arredondados, 

com inconspícuos flagelos e que se multiplicam dentro das células hospedeiras, sendo 

responsáveis, portanto, pela amplificação parasitológica da doença de Chagas 

(CARVALHO E SOUZA, 1986; BRENER, 1997; TEIXEIRA et al., 2011). 

Células hospedeiras U2OS foram infectadas por tripomastigotas 24h 

antes da adição do composto de referência benznidazol -droga comercial utilizada para tratar 

infecções devidas ao T. cruzi-, dos óleos essenciais e dos extratos. A linhagem de células 

U2OS, derivada de osteosarcoma humano, cresce em monocamada e apresenta citoplasma 

grande; o que permite boa quantificação dos amastigotas em experimentos de Análises de 

Alto Conteúdo (GENOVESIO et al., 2011). 

Na Análise de Alto Conteúdo, cada parasita intracelular foi 

detectado e quantificado (número de spots). As células hospedeiras que continham pelo 

menos um spot dentro do citoplasma foram consideradas infectadas. Na Figura 17 é possível 

comparar visualmente resultados obtidos através do Operetta para detecção das formas 

amastigotas em células hospedeiras infectadas (controle negativo= células hospedeiras + T. 

cruzi + DMSO 1%) com relação a células não infectadas (controle positivo= células 

hospedeiras + DMSO 1%).  

Após 24 h de infecção, células hospedeiras U2OS foram expostas às 

amostras (benznidazol, óleos essenciais e extratos etanólicos) por 4 dias, sendo submetidas 

a 14 pontos de diluições seriados. Após este período, as imagens das placas foram analisadas 

e a atividade normalizada dos compostos foi plotada como curvas-dose resposta 

(GRÁFICOS 24 e 25). O valor médio do fator Z’, medida estatística utilizada para mensurar 

a qualidade e performance de ensaios de Análise de Alto Conteúdo, foi de 0.63, indicando 

um ensaio de qualidade satisfatória (ZHANG et al., 1999). 
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Figura 17.  (A) Células U2OS não infectadas: controle positivo para atividade; (B) células 

U2OS infectadas: controle negativo para atividade tripanocida; (C) seção expandida para 

mostrar a eficiência na detecção dos núcleos do parasita dentro da célula hospedeira. NH= 

núcleo da célula hospedeira; NP= núcleo do parasita. 
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No Apêndice 12 é possível constatar a eficiência in vitro do 

composto referência benznidazol em 400 e 100 µM, onde, praticamente, não foram 

encontradas células U2OS infectadas por amastigotas. Isto reflete na sua curva dose-resposta 

(GRÁFICOS 24A e 25A), que apresentou aumento da atividade antiparasitária normalizada 

(Normalized Activity) conforme aumento das concentrações, sem diminuição da taxa de 

células hospedeiras (Cell Ratio). O Índice de Seletividade (IS) obtido para o benznidazol foi 

> 11.8, indicando uma ação suficientemente seletiva (TABELA 18). Em contrapartida, 

baixos valores de IS foram obtidos tanto para os óleos essenciais (SSa: 1.43; OB: 1.77) 

quanto para extratos etanólicos (AB: 0.40; SSa: 0.28; OB: 0.39) (TABELA 18). 

Em 100 µg/mL, por exemplo, todos os óleos essenciais e extratos 

foram extremamente citotóxicos para as células hospedeiras U2OS infectadas, eliminando-

as em praticamente 100% (APÊNDICES 13 a 18). Diminuição acentuada da taxa de células 

hospedeiras foi verificada a partir da concentração de 12.5 µg/mL, com destaque para a 

maior citotoxicidade dos extratos, como pode ser constatado nas curvas de dose-resposta 

(GRÁFICOS 24 e 25) e comparando os testes com os óleos essenciais (APÊNDICES 13, 14 

e 15) com os testes com extratos (APÊNDICES 16, 17 e 18). Isto é reforçado pelos baixos 

valores de CC50 obtidos para os extratos (min.: 4.62 µg/mL, população OB; máx.: 13.03 

µg/mL; população SSa) em relação aos obtidos para os óleos essenciais (min.: 41.05 µg/mL, 

população OB; máx.: 85.27 µg/mL; população SSa) (TABELA 18). 

Como houve mortalidade das células U2OS causada pela alta 

concentração dos óleos essenciais e extratos, houve redução no número de células infectadas 

e, consequentemente, da atividade normalizada antiparasitária (GRÁFICOS 24 e 25). 

Portanto, isto não indica atividade tripanocida das amostras. Através do ensaio com células 

hospedeiras LLC-MK2 (células de Macaca mulatta, rhesus) não infectadas, onde foi 

excluído o efeito citolítico do parasita, também foi verificada maior citotoxicidade conforme 

aumento das concentrações de óleos essenciais e, principalmente, de extratos (GRÁFICO  

26A-G); reforçando os resultados obtidos anteriormente.  

Foi possível constatar que as amostras de óleos essenciais e 

extratos de L. pinaster não apresentaram seletividade e atividade antiparasitária, in vitro, 

com relação às formas amastigotas de T. cruzi equivalente ou superior  ao composto de 

referência benznidazol, utilizado comercialmente para tratar a doença de Chagas.
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Gráfico 24. Curvas de dose-resposta para o composto de referência, benznidazol (A), e os óleos essenciais das populações de Lychnophora 

pinaster AB (B), OB (C) e SSa (D) testados em células U2OS infectadas. Populações AB e SSa, provenientes da região sul do Estado de Minas 

Gerais, e a população OB, proveniente da região sudeste do Estado de Minas Gerais- Brasil. Da esquerda para a direita, o eixo X contém o Log da 

concentração crescente de óleo essencial ou do composto referência e os 15 pontos de cada gráfico representam as diluições utilizadas para as amostras (100, 50, 25, 12.5, 

6.6, 3.5, 1.7, 0.8, 0.4, 0.2, 0.1, 0.05, 0.02, 0.01 e 0.005 µg/mL) e para o composto referência (400, 100, 50, 25, 12.5, 6.6,  3.5, 1.7, 0.8, 0.4, 0.2, 0.1, 0.05, 0.02, 0.01 µM). 

Normalized Activity: Atividade antiparasitária normalizada; Cell Ratio: Taxa de células hospedeiras. 
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Gráfico 25. Curvas de dose-resposta para o composto de referência, benznidazol, e os extratos das populações de Lychnophora pinaster SSa 

(B), OB (C) e AB (D) testados em células U2OS infectadas. Populações AB e SSa, provenientes da região sul do Estado de Minas Gerais, e a 

população OB, proveniente da região sudeste do Estado de Minas Gerais- Brasil. Da esquerda para a direita, o eixo X contém o Log da concentração 

crescente de óleo essencial ou do composto referência e os 15 pontos de cada gráfico representam as diluições utilizadas para as amostras (100, 50, 25, 12.5, 6.6, 3.5, 1.7, 

0.8, 0.4, 0.2, 0.1, 0.05, 0.02, 0.01 e 0.005 µg/mL) e para o composto referência (400, 100, 50, 25, 12.5, 6.6, 3.5, 1.7, 0.8, 0.4, 0.2, 0.1, 0.05, 0.02, 0.01  µM). Normalized 

Activity: Atividade antiparasitária normalizada; Cell Ratio: Taxa de células hospedeiras. 
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Tabela 18. Valores de EC50, CC50 e Índice de Seletividade (IS) para o composto referência (benznidazol), os óleos essenciais e os extratos das 

populações de Lychnophora pinaster contra amastigotas intracelulares de Tripanossoma cruzi, cepa Y. Populações AB e SSa, provenientes da 

região sul do Estado de Minas Gerais, e a população OB, proveniente da região sudeste do Estado de Minas Gerais - Brasil. 

Composto 

Valores de EC50/Trypanosoma cruzi   

(µM ou µg/mL) 

CC50 values/células hospedeiras 

   (µM ou µg/mL) IS 

Média Desvio Padrão Média Desvio Padrão 

Benznidazol  36.10 15.46 - - > 11.8 

Óleo Essencial AB ND - ND - ND 

Óleo Essencial SSa 59.50 13.30 85.27 46.76 1.43 

Óleo Essencial OB 23.16 13.57 41.05 11.19 1.77 

Extrato AB 19.33 2.48 7.68 0.68 0.40 

Extrato SSa 46.98 1.54 13.03 2.64 0.28 

Extrato OB 11.84 0.54 4.62 1.25 0.39 
EC50: concentração de composto correspondente à 50% da atividade normalizada após 96 h de incubação; 

CC50: concentração de composto correspondente à redução de 50% das células hospedeiras em comparação com o controle negativo; 

IS ou Ìndice de Seletividade: razão CC50/EC50; 

ND indica que o valor não pode ser calculado. 
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Gráfico 26. Curvas de dose-resposta do teste de citotoxicidade para o composto de referência benznidazol (A), os óleos essenciais (B, C, D) e 

extratos etanólicos (E, F, G) das populações de Lychnophora pinaster AB, SSa e OB em células LLC-MK2 não infectadas. Populações AB e 

SSa, provenientes da região sul do Estado de Minas Gerais, e a população OB, proveniente da região sudeste do Estado de Minas Gerais. *Da 

esquerda para a direita, o eixo X contém o Log da concentração crescente de extrato e os 15 pontos de cada gráfico representam as diluições utilizadas (100, 50, 25, 12.5, 

6.6, 3.5, 1.7, 0.8, 0.4, 0.2, 0.1, 0.05, 0.02, 0.01 e 0.005 µg/mL); Cell Ratio: Taxa de células hospedeiras. 
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5.9. Considerações Finais  

 

Baseado nos estudos prévios realizados por Haber (2008), com 

populações cultivadas em Botucatu e os obtidos no presente estudo, recomenda-se cautela 

no estabelecimento de bancos ex situ de germoplasma para a obtenção de óleos essenciais 

de L. pinaster com base em marcadores neutros (microssatélites), pois os preditores 

ambientais tendem a ser os principais fatores que determinam o seu polimorfismo químico 

e não a deriva genética. 

Outros fatores que podem eventualmente ter afetado a produção in 

situ dos metabólitos é a intensidade, qualidade e duração do fator luz nos diferentes 

ambientes. O aporte de carbono bem como a eficiência de assimilação pode alterar o uso e a 

demanda do carbono do metabolismo especializado; merecendo também ser investigado. 

Estudos com marcadores encontrados em regiões codificadoras ou 

com função regulatória são sugeridos, como a utilização de marcadores genômicos (SNPs) 

para ensaios de polimorfismos associados a características de produção dos princípios ativos. 

Polimorfismos químicos do óleo essencial e extrato de L. pinaster 

devem existir em outras localidades do Cerrado do Estado de Minas Gerais, merecendo ser 

investigados. Os fenótipos provenientes da região sul devem ser considerados quanto à 

elaboração de qualquer estratégia futura visando identificação de fontes naturais de 

princípios ativos, como os agentes anti-inflamatórios E-cariofileno e α-humuleno (ACHÉ, 

2013; HAN et al.; 2014); α-pineno e β-pineno, potencialmente utilizáveis em terapia 

antimicrobiana e gastroprotetiva (LEITE et al., 2007; SILVA et al., 2012; PINHEIRO et al., 

2015); ou do aromatizante natural  cinamato de metila, como alternativa ao obtido 

sinteticamente e utilizado na indústria de cosméticos, perfumes, produtos de limpeza e 

higiene (SHARMA e KANWARE, 2012).  
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6. CONCLUSÕES  

 

Por meio dos estudos realizados, conclui-se que: 

 

(i) Existem diferentes níveis de diversidade genética dentro das populações e alto 

nível de diferenciação genética entre populações em Lychophora pinaster. Os 

esforços de conservação in situ devem focar na preservação dos habitats de L. 

pinaster da destruição e no aumento dos tamanhos populacionais, uma vez que o 

pequeno tamanho populacional e a fragmentação fazem de L. pinaster uma 

espécie que está susceptível às perdas de diversidade genética causada pelos 

efeitos da endogamia e da deriva genética. É sugerido um planejamento de coleta 

de sementes provenientes dos grupos genéticos evidenciados pelo STRUCTURE 

ou DAPC, podendo este ser um ponto de partida para a conservação ex situ do 

germoplasma da espécie. Além da relevância de se considerar as estratégias 

sugeridas para a conservação de L. pinaster, é estritamente necessário o 

monitoramento das populações remanescentes para que, de fato, seja evitada a 

extinção da espécie. 

(ii) O E-cinamato de metila, E-cariofileno e α-humuleno foram os constituintes mais 

abundantes nos óleos essenciais dos fenótipos das populações provenientes da 

região sul, enquanto os da região sudeste foram caracterizados exclusicamente 



 
129 

 

por sesquiterpenos, com ausência de fenilpropanóides. As populações 

apresentam-se como fonte natural em potencial de compostos para a fabricação 

de produtos alimentícios, farmacêuticos, perfumes, cosméticos, de higiene e 

limpeza; 

(iii) Mesmo padrão espacial de composição química foi observado para os extratos, 

onde as populações do sul apresentaram mesmo perfil químico sob o ponto de 

vista qualitativo, diferindo da população proveniente do sudeste. Dos princípios 

ativos registrados na literatura para a espécie, somente dois, quercetina e 

friedelina, foram identificados nos extratos etanólicos das populações estudadas; 

(iv) Mesmo após 96 horas de exposição do parasita T. cruzi aos óleos essenciais e 

extratos etanólicos das três populações naturais de L. pinaster, os mesmos não 

apresentam seletividade e atividade antiparasitária in vitro equivalente ou 

superior ao composto de referência benznidazol, para as formas amastigotas 

intracelulares. Portanto, nas condições de estudo, as amostras testadas não foram 

capazes de eliminar eficientemente a infecção; 

(v) Com o aumento das concentrações dos óleos essenciais e extratos etanólicos, 

houve aumento da citotoxicidade e, consequentemente, diminuição da taxa de 

células hospedeiras (infectadas ou não infectadas). Os extratos etanólicos se 

mostraram mais citotóxicos que aos óleos essenciais; 

(vi) Comparados à genética, os preditores ambientais se mostraram os elementos mais 

relevantes para a variação química do óleo essencial entre populações da espécie. 

Isto indica que possivelmente o polimorfismo químico do óleo essencial esteja 

ocorrendo mais como um reflexo de uma seleção natural de acordo com os fatores 

ambientais locais em cada população e não devido à deriva genética. Isto é um 

alerta quanto a utilização de diferentes populações de L. pinaster como 

fitoterápico de modo indiscriminado, uma vez que as diferenças na composição 

química podem comprometer a sua eficácia terapêutica.  
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APÊNDICES 

 

APÊNDICE 1. Esquema representativo de ensaio de triagem de alto conteúdo (HCS). 

 
 

APÊNDICE 2. Análise de alto conteúdo. A) Input, imagem de saída. B) Find Nuclei, 

identifica os núcleos das células hospedeiras baseando-se na marcação nuclear. C) Find 

Spots, identifica e quantifica o ponto que representa o DNA corado do parasita dentro 

do citoplasma da célula hospedeira. D) Select Population, seleciona a células infectadas 

(verde) entre a população total de células.  
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APÊNDICE 3. Matriz de confusão para classificação das amostras dos solos de origem das 

populações AB, OB e SSa estimadas pela DA. As populações AB e SSa são provenientes da 

região sul e OB é proveniente da região sudeste do Estado de Minas Gerais - Brasil. 

de \ a AB OB SSa Total % correto 

AB 10 0 0 10 100% 

OB 0 4 0 4 100% 

SSa 0 0 9 9 100% 

Total 10 4 9 23 100% 

 

APÊNDICE 4. Matriz de confusão para classificação das amostras dos solos de origem das 

populações AB e SSa, provenientes da região sul, estimadas pela DA. As populações AB e 

SSa são provenientes da região sul do Estado de Minas Gerais - Brasil. 

de \ a AB SSa Total % correto 

AB 10 0 10 100% 

SSa 0 9 9 100% 

Total 10 9 19 100% 
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APÊNDICE 5. Composição química dos óleos essenciais (%) dos acessos de Lychnophora pinaster provenientes da população 

AB, Carrancas, Minas Gerais, Brasil. Na tabela, destaque em negrito para as substâncias e classes químicas mais abundantes do 

óleo essencial. 

Substâncias IRca AB5 AB7 AB8 AB9 AB10 
AB 

1344 

AB 

1345 
AB11 

AB 

1355 
AB20 AB23 MÉDIA 

α-pinenoHM 931 0.2 0.4 0.4 0.2 0.1 1.0 0.8 0.6 0.5 1.7 tr 0.5 

β-pineno HM 974 0.4 0.3 0.4 0.2 0.1 1.6 1.4 0.4 0.3 1.9 tr 0.6 

limonenoHM 1026 tr 0.2 0.3 0.2 0.1 0.3 0.2 0.2 0.3 0.4 tr 0.2 

γ -terpinenoHM 1055 tr 0.3 0.4 0.2 0.1 0.2 0.2 0.3 0.3 0.1 tr 0.2 

terpinen-4-olMO 1174 0.2 0.8 0.8 0.5 0.2 0.5 0.3 0.7 0.6 0.5 0.2 0.5 

α-terpineolMO 1188 tr tr tr tr tr 0.2 tr tr Tr tr tr tr 

Z-cinamato de metilaFP 1301 6.1 1.1 1.5 1.1 0.4 1.2 1.8 0.6 0.6 0.4 1.6 1.5 

E-cinamato de metilaFP 1382 69.6 85.1 79.0 78.6 79.5 78.3 69.6 62.2 68.0 65.4 58.2 72.1 

E-cariofilenoHS 1418 9.5 6.2 9.3 9.2 11.7 8.3 14.6 12.1 18.2 15.8 13.8 11.7 

α-humulenoHS 1452 2.6 1.8 2.8 2.8 3.5 2.5 4.2 3.6 5.3 4.8 4.3 3.5 

nd1 1550 1.2 0.2 0.4 0.3 0.2 0.5 0.5 0.3 0.4 0.5 1.3 0.5 

óxido de cariofilenoSO 1581 4.8 1.5 2.3 3.1 2.1 2.0 3.4 1.6 2.5 3.9 9.4 3.3 

Z-sesquilavandulolSO 1607 0.8 0.3 0.5 0.6 0.4 0.5 0.6 0.2 0.5 0.9 1.3 0.6 

isolongifolan-7-α-olSO 1615 0.1 0.1 0.2 0.2 0.1 0.3 0.2 0.1 0.2 0.3 0.4 0.2 

epóxi-alo-aromadendrenoSO 1630 0.9 0.2 0.3 0.6 0.2 0.6 0.5 0.2 0.3 0.8 1.7 0.6 

selina-3,11-dien-6-α-olSO 1634 2.5 0.6 0.9 1.5 0.7 1.2 1.3 0.5 0.8 1.6 3.5 1.4 
HM= hidrocarboneto monoterpênico 0.6 1.2 1.5 0.8 0.4 3.1 2.6 1.5 1.4 4.1 tr 1.5 

MO= monoterpeno oxigenado 0.2 0.8 0.8 0.5 0.2 0.7 0.3 0.7 0.6 0.5 0.2 0.5 
FP= fenilpropanóide 75.7 86.2 80.5 79.7 79.9 79.5 71.4 62.8 68.6 65.8 59.8 73.6 

HS= hidrocarboneto sesquiterpênico 12.1 8.0 12.1 12 15.2 10.8 18.8 15.7 23.5 20.6 18.1 15.2 
SO= sesquiterpeno oxigenado 9.1 2.7 4.2 6.0 3.5 4.6 6.0 2.6 4.3 7.5 16.3 6.1 

TOTAL IDENTIFICADO 97.7 98.9 99.1 99.0 99.2 98.7 99.1 83.3 98.4 98.5 94.4 96.9 
aIRc= Índice de Retenção calculado; tr: traço (tr≤ 0,04).



APÊNDICE 6. Composição química dos óleos essenciais (%) dos acessos de Lychnophora pinaster provenientes da população SSa, 

Carrancas, Minas Gerais, Brasil. Na tabela, destaque em negrito para as substâncias e classes químicas mais abundantes do óleo 

essencial. 

Substância IRca SSa2 SSa4 SSa5 SSa6 SSa7 SSa8 SSa9 SSa11 SSa12 SSa13 SSa14 SSa16 SSa17 

α-pineno HM 931 1.9 0.6 0.7 0.7 2.6 1.0 0.6 0.5 1.6 2.5 0.8 1.3 1.4 

β-pineno HM 974 1.9 0.5 0.8 0.6 3.4 0.8 0.9 0.8 1.9 3.6 0.7 2.1 1.8 

limonenoHM 1026 0.3 0.3 0.2 0.4 0.4 0.4 tr 0.1 0.3 0.3 0.3 0.2 0.3 

γ-terpinenoHM 1055 0.2 0.4 0.1 0.5 0.2 0.3 tr 0.1 0.3 0.2 0.3 0.3 0.2 

terpinen-4-olMO 1174 0.4 0.8 0.2 0.9 0.3 0.9 0.3 0.3 0.4 0.4 0.6 0.4 0.4 

α-terpineolMO 1188 0.1 tr tr tr 0.2 tr tr Tr tr tr tr tr tr 

Z-cinamato de metilaFP 1301 0.5 0.4 0.4 0.1 0.3 0.6 0.3 Tr 0.5 0.2 0.3 0.4 0.4 

E-cinamato de metilaFP 1382 80.3 82.7 84.5 82.0 79.2 78.2 75.4 87.2 81.6 74.9 80.2 74.3 83.0 

E-cariofilenoHS 1418 8.3 8.1 7.2 8.9 7.4 10.7 8.7 3.4 7.2 11.2 9.8 13.0 7.0 

α-humulenoHS 1452 2.4 2.4 2.2 2.6 2.2 3.2 2.7 1.1 2.1 3.4 2.9 4.1 2.2 

nd1 1550 0.2 0.3 0.2 0.1 0.2 0.2 0.2 0.1 0.3 tr 0.2 0.1 0.1 

óxido de cariofilenoSO 1581 1.8 1.6 1.5 1.4 1.6 1.5 4.7 3.0 1.8 1.5 1.7 2.1 1.5 

Z-sesquilavandulolSO 1607 0.4 0.3 0.3 0.3 0.3 0.4 1.0 0.6 0.3 0.3 0.4 0.4 0.3 

isolongifolan-7-α-olSO 1615 0.1 tr tr tr tr tr 0.4 0.2 0.1 tr 0.1 0.1 tr 

epóxi-alo-aromadendrenoSO 1630 0.2 0.2 0.2 tr 0.1 0.2 1.2 0.6 0.2 tr 0.3 0.2 0.2 

selina-3,11-dien-6-α-olSO 1634 0.6 0.5 0.5 0.3 0.4 0.6 2.1 1.4 0.5 0.2 0.6 0.7 0.5 
HM= hidrocarboneto monoterpênico 4.3 1.8 1.8 2.2 6.6 2.5 1.5 1.5 4.1 6.6 2.1 3.9 3.7 

MO= monoterpeno oxigenado 0.5 0.8 0.2 0.9 0.5 0.9 0.3 0.3 0.4 0.4 0.6 0.4 0.4 
FP= fenilpropanóide 80.8 83.1 84.9 82.1 79.5 78.8 75.7 87.2 82.1 75.1 80.5 74.7 83.4 
HS= hidrocarboneto 

sesquiterpênico 10.7 10.5 9.4 11.5 9.6 13.9 11.4 4.5 9.3 14.6 12.7 17.1 9.2 
SO= sesquiterpeno oxigenado 3.1 2.6 2.5 2.0 2.4 2.7 9.4 5.8 2.9 2.0 3.1 3.5 2.5 

TOTAL IDENTIFICADO 99.4 98.8 98.8 98.7 98.6 98.8 98.3 99.3 98.8 98.7 99.0 99.6 99.2 
aIRc= Índice de Retenção calculado; tr: traço (tr≤ 0,04). 
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APÊNDICE 6. Continuação... 

Substância IRca SSa18 SSa19 SSa23 SSa25 MÉDIA 

α-pineno HM 931 0.4 2.4 1.1 0.8 1.2 

β-pinenoHM 974 0.7 2.8 1.2 1.3 1.5 

limonenoHM 1026 tr 0.5 0.2 0.4 0.3 

γ-terpinenoHM 1055 tr 0.4 0.2 0.2 0.2 

terpinen-4-olMO 1174 0.3 0.8 0.3 0.3 0.5 

α-terpineolMO 1188 tr 0.1 tr tr Tr 

Z-cinamato de metilaFP 1301 tr 0.3 0.5 0.2 0.3 

E-cinamato de metilaFP 1382 86.9 76.1 76.0 83.3 80.3 

E-cariofilenoHS 1418 3.3 9.5 11.1 7.0 8.3 

α-humulenoHS 1452 1.1 2.8 3.3 2.1 2.5 

nd1 1550 0.1 0.2 0.2 0.2 0.2 

óxido de cariofilenoSO 1581 3.0 1.9 2.6 2.2 2.1 

(Z)-sesquilavandulolSO  1607 0.6 0.4 0.5 0.5 0.4 

isolongifolan-7-α-olSO 1615 0.3 tr 0.2 0.2 0.1 

epóxi-alo-aromadendrenoSO 1630 0.8 0.2 0.5 0.3 0.3 

selina-3,11-dien-6-α-olSO 1634 1.6 0.5 1.2 0.9 0.8 
HM= hidrocarboneto monoterpênico 1.1 6.1 2.7 2.7 3.2 

MO= monoterpeno oxigenado 0.3 0.9 0.3 0.3 0.5 
FP= fenilpropanóide 86.9 76.4 76.5 83.5 80.6 

HS= hidrocarboneto sesquiterpênico 4.4 12.3 14.4 9.1 10.8 
SO= sesquiterpeno oxigenado 6.3 3.0 5.0 4.1 3.7 

TOTAL IDENTIFICADO 99.0 98.7 98.9 99.7 98.8 
aIRc= Índice de Retenção calculado; tr: traço (tr≤ 0,04). 
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IRc= Índice de Retenção calculado; nr: não registrado na população; tr: traço (tr≤ 0,04).  

APÊNDICE 7. Composição química dos óleos essenciais (%) dos acessos de Lychnophora pinaster provenientes da população OB, 

localizada entre os municípios de Moeda e Itabirito, Minas Gerais, Brasil. Na tabela, destaque em negrito para as substâncias e classes 

químicas mais abundantes do óleo essencial. 

Substâncias IRca OB2 OB3 OB4 OB5 OB6 OB7 OB8 OB10 OB11 OB12 OB13 OB14 OB15 

α-pinenoHM 930 tr 0.4 tr 0.5 tr 0.4 0.7 0.4 tr 0.3 0.5 0.6 0,6 

sabinenoHM 969 0.1 0.6 0.2 1.0 tr 0.6 1.2 0.4 0.1 0.6 0.6 0.8 0,7 

β-pinenoHM 973 0.8 0.8 0.3 1.0 tr 0.7 1.2 0.5 0.2 0.6 0.8 1.0 1,0 

limonenoHM 1025 1.4 1.5 0.4 0.5 0.2 0.5 0.6 0.8 0.4 1.0 0.7 1.1 0,4 

γ-terpinenoHM 1055 tr 0.9 0.5 1.1 0.2 0.6 1.2 0.5 tr 0.5 0.7 1.0 0,8 

linalolMO 1097 0.4 1.2 0.4 0.3 0.4 0.4 0.8 0.2 0.6 0.6 0.2 0.6 0,4 

n-nonanalAL 1101 tr 0.2 0.1 tr 0.2 tr 0.2 nr tr nr 0.3 0.2 Tr 

Z-p-mente-2-en-olMO 1118 tr 0.2 0.3 0.5 tr 0.3 0.4 0.2 tr 0.3 0.2 0.1 0,4 

terpinen-4-olMO 1174 0.4 2.0 1.5 3.0 0.3 1.4 2.2 1.1 0.8 1.5 1.2 2.7 1,9 

ciperenoHS 1398 4.3 2.0 1.5 0.4 0.4 1.4 3.9 1.6 2.9 0.8 3.3 6.8 4,6 

E-cariofilenoHS 1418 0.8 1.2 0.6 0.2 0.5 0.6 0.6 0.3 0.4 0.4 0.4 0.4 2,9 

nd1 1448 2.5 2.6 2.5 2.3 2.9 2.4 2.6 2.9 2.6 2.5 2.8 2.4 2,6 

α-humulenoHS 1452 1.4 1.4 1.3 1.0 1.4 1.2 1.3 1.1 1.2 1.1 1.3 0.9 1,1 

dehidro-sesquicineolSO 1467 nr tr nr tr nr nr nr 0.2 nr nr nr nr nr 

7-epi-1,2-dehidro-sesquicineolSO 1475 0.3 0.1 0.1 0.1 0.3 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 tr 0,2 

nd2 1483 0.1 tr 0.1 tr tr tr 0.2 tr tr tr tr tr 0,2 

β-selinenoHS 1492 2.7 2.6 2.6 2.0 2.4 2.3 2.2 2.5 2.2 2.1 2.4 1.6 1,6 

viridiflorenoHS 1496 0.6 0.4 0.3 0.3 0.3 0.5 0.2 0.4 0.4 0.3 0.4 0.1 tr 

nd3 1511 28.0 33.5 41.1 37.3 43.3 38.6 32.5 41.7 30.4 35.7 40.7 29.7 17,9 

nd4 1514 0.5 1.8 3.7 0.4 4.7 4.4 tr tr 0.5 4.7 4.0 9.5 4,0 

nd5 1519 tr tr 0.1 0.1 tr tr tr tr tr 0.4 tr 0.6 tr 

σ-cadinenoHS 1521 0.1 tr tr tr tr tr tr tr 0.2 tr tr 0.4 tr 

nd6 1535 4.8 5.6 5.7 5.4 3.9 4.5 3.9 6.5 4.7 5.3 5.8 5.1 4,2 
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APÊNDICE 7. Continuação... 

Substâncias IRca OB2 OB3 OB4 OB5 OB6 OB7 OB8 OB10 OB11 OB12 OB13 OB14 OB15 

óxido de cariofilenoSO 1580 1.4 1.1 0.7 1.0 1.5 0.9 1.3 0.6 1.3 1.2 0.9 1,4 1,9 

nd8 1587 nr tr nr nr 0.3 tr nr Tr nr 0.1 nr 0,4 tr 

nd9 1603 2.2 0.9 0.9 1.0 1.1 0.8 1.7 1.2 3.0 0.6 1.6 4,1 2,9 

β-atlantolSO 1611 1.2 0.4 1.2 0.4 0.9 0.7 1.0 0.2 0.6 1.5 0.6 0,9 0,6 

isolongifalan-7-α-olSO 1614 0.6 0.5 0.6 0.3 0.5 0.6 0.5 0.0 0.4 0.7 0.5 0,7 0,4 

nd10 1628 nr nr 0.2 tr 0.3 0.2 tr Tr 0.2 0.3 0.3 0,4 0,4 

nd12 1633 0.3 0.3 0.2 tr 0.4 tr 0.4 Tr 0.4 0.4 0.1 tr 0,7 

cedreanolSO 1648 6.5 5.9 4.6 3.8 7.9 6.4 6.1 2.7 9.8 4.5 4.3 4,6 7,4 

nd13 1652 0.2 tr tr tr tr tr tr Tr 1.5 0.2 tr 0,1 1,2 

14-hidroxi-Z-cariofilenoSO 1663 4.0 2.9 1.3 1.7 1.9 1.6 3.0 0.8 3.0 2.4 1.5 2,4 5,9 

nd14 1668 tr tr tr tr tr tr tr Nr 0.2 tr tr tr 0,1 

nd15 1675 1.1 1.0 0.5 0.5 0.9 0.6 1.1 0.2 1.5 0.8 0.4 1,0 3,0 

nd16 1682 0.6 1.4 1.8 2.4 0.5 1.4 1.4 0.2 4.6 0.4 1.5 0,4 1,9 

nd17 1696 0.7 0.2 0.2 0.5 0.2 0.3 tr 0.2 0.6 tr 0.3 tr tr 

14-hidroxi-α-humuleneSO 1708 1.3 1.2 0.6 0.8 0.5 0.5 0.7 0.2 1.2 0.5 0.6 0,7 1,3 

2Z, 6E-farnesolSO 1720 0.1 0.8 0.8 0.8 0.5 0.5 0.5 0.2 1.6 tr 0.4 tr 0,5 

nd18 1737 tr nr nr nr nr nr nr Nr nr nr nr nd nd 

nd19 1768 6.0 3.8 3.2 7.4 2.7 6.3 2.8 9.1 4.9 7.7 4.9 2,0 4,6 

nd20 1786 2.3 0.3 0.9 0.2 3.0 1.0 6.0 1.4 0.9 0.5 0.6 1,1 1,2 

nd21 1797 9.6 9.6 4.7 8.9 2.2 5.3 4.3 10.2 6.9 7.5 4.1 2,8 10,5 
HM= hidrocarboneto monoterpênico 2.2 4.2 1.4 4.1 0.4 2.9 4.9 2.7 0.7 3.0 3.3 4.6 3.5 

AL=aldeído tr 0.2 0.1 tr 0.2 tr 0.2 Nr tr nr 0.3 0.2 tr 
MO= monoterpeno oxigenado 0.8 3.4 2.3 3.7 0.7 2.0 3.3 1.5 1.4 2.4 1.7 3.4 2.6 

HS= hidrocarboneto sesquiterpênico 9.8 7.5 6.3 4.0 5.1 5.9 8.2 5.8 7.5 4.8 7.9 10.2 10.2 
SO= sesquiterpeno oxigenado 15.4 12.8 9.9 8.9 13.8 11.5 13.2 5.1 18.0 10.9 9.0 10.7 18.3 

TOTAL IDENTIFICADO 28.3 28.2 20.0 20.7 20.3 22.3 29.9 15.2 27.6 21.0 22.1 29.1 34.5 
aIRc= Índice de Retenção calculado; nr: não registrado na população; tr: traço (tr≤ 0,04).  
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APÊNDICE 7. Continuação... 

Substâncias IRca 

OB 

16 

OB 

17 

OB 

18 

OB 

19 

OB 

20 

OB 

21 

OB2

2 

OB 

23 

OB 

24 

OB 

25 

OB 

26 

OB 

33 

OB 

34 

α-pinenoHM 930 0.1 nr 0.3 tr 0.5 tr 0.4 0.1 0.3 0.4 0.8 tr 1.3 

sabinenoHM 969 0.4 tr 0.7 0.6 0.7 nr 0.6 0.4 0.5 0.7 0.8 0.2 1.4 

β-pinenoHM 973 0.7 tr 0.7 0.6 0.8 tr 0.6 0.4 0.5 0.7 1.2 0.2 1.8 

limonenoHM 1025 0.6 tr 1.2 0.9 0.4 tr 0.7 0.5 0.3 0.9 1.0 0.2 1.1 

γ-terpinenoHM 1055 0.6 0.2 0.8 0.8 0.9 nr 0.6 0.3 0.5 0.7 1.1 0.2 1.4 

linalolMO 1097 0.4 0.1 0.4 0.6 0.2 nr 0.3 tr tr 0.5 tr tr 0.2 

n-nonanalAL 1101 tr nr tr tr tr nr Tr nr tr 0.1 tr nr tr 

Z-p-mente-2-en-olMO 1118 0.3 0.4 0.3 0.7 0.3 nr Tr tr tr 0.2 0.4 tr 0.4 

terpinen-4-olMO 1174 0.7 2.8 2.0 3.6 2.1 0.2 1.5 0.7 1.1 2.1 3.4 0.7 3.4 

ciperenoHS 1398 2.5 0.5 0.9 0.8 4.4 1.4 6.5 6.8 2.8 10.0 3.2 1.7 3.8 

E-cariofilenoHS 1418 0.3 0.3 0.4 0.4 0.7 0.2 0.7 1.3 0.6 2.5 0.4 0.5 0.6 

nd1 1448 2.5 2.5 2.4 2.2 2.3 1.9 2.0 1.5 2.6 2.4 1.7 2.6 1.6 

α-humulenoHS 1452 0.9 1.0 1.0 1.5 1.2 0.8 0.8 1.1 1.3 1.6 0.8 1.1 0.6 

dehidro-sesquicineolSO 1467 nr nr nr nr nr nr nr 0.3 nr 0.4 nr nr nr 

7-epi-1,2-dehidro-sesquicineolSO 1475 tr 0.1 tr 0.3 0.3 0.2 tr 0.3 0.2 0.5 tr 0.2 tr 

nd2 1483 tr tr tr tr tr 0.2 0.2 0.3 tr 0.4 0.1 0.0 tr 

β-selinenoHS 1492 1.9 1.8 2.0 3.0 2.2 1.7 1.3 1.4 2.1 2.6 1.2 2.4 1.0 

viridiflorenoHS 1496 0.1 0.3 0.5 tr 1.3 0.3 Tr 1.0 0.3 0.5 0.4 0.4 0.4 

nd3 1511 32.5 36.5 34.7 30.2 31.7 27.1 32.1 23.7 34.1 27.5 30.3 35.4 22.5 

nd4 1514 tr 4.1 tr 9.6 6.1 3.9 3.7 7.7 5.0 1.1 0.2 0.0 4.7 

nd5 1519 tr 0.1 tr 0.6 tr 0.2 Tr tr tr 1.0 tr tr tr 

σ-cadinenoHS 1521 tr Tr tr tr tr tr Tr tr tr 0.4 tr tr tr 

nd6 1535 5.0 4.0 5.9 5.3 4.9 4.0 3.6 4.3 5.3 4.6 2.8 5.5 2.8 
aIRc= Índice de Retenção calculado; nr: não registrado na população; tr: traço (tr≤ 0,04). 
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APÊNDICE 7. Continuação... 

Substâncias IRca OB16 OB17 OB18 OB19 OB20 OB21 OB22 OB23 OB24 OB25 OB26 OB33 OB34 

Óxido de cariofilenoSO 1580 1.6 1.3 1.2 0.6 1.1 0.6 1.2 1.2 1.8 1.6 0.8 1.0 1.3 

nd8 1587 nr 0.2 nr 0.3 nr 0.2 0.1 0.4 0.1 nr nr nd nd 

nd9 1603 2.0 0.8 0.8 0.9 2.1 0.8 2.0 1.9 1.9 2.7 1.2 1.4 1.8 

β-atlantolSO 1611 1.2 1.0 1.0 1.7 1.7 2.1 0.7 1.8 0.6 0.4 0.4 0.9 0.7 

isolongifalan-7-α-olSO 1614 0.4 0.6 0.5 1.0 1.3 0.9 0.5 1.4 0.6 tr 0.3 0.3 0.7 

nd10 1628 0.2 0.3 tr 0.4 0.3 0.2 0.3 0.5 0.5 tr tr 0.2 0.3 

nd12 1633 0.5 0.5 0.4 tr tr 0.1 0.3 0.1 0.6 0.4 0.2 0.2 0.3 

cedreanolSO 1648 5.6 7.0 6.1 4.4 2.6 3.4 6.2 4.7 6.0 5.0 8.0 4.5 6.8 

nd13 1652 tr tr tr tr nr tr tr tr 0.6 tr tr 0.3 tr 

14-hidroxi-Z-cariofilenoSO 1663 3.0 2.4 2.4 1.3 2.2 2.1 2.6 5.0 5.3 5.5 1.8 2.4 3.5 

nd14 1668 tr tr tr tr nr tr tr tr 0.2 tr tr 0.1 0.1 

nd15 1675 1.0 1.0 0.8 0.3 0.3 0.2 0.6 0.4 1.2 1.2 0.5 0.8 0.9 

nd16 1682 2.1 0.8 0.9 0.5 2.2 4.2 1.2 4.0 0.4 2.1 0.6 2.0 6.1 

nd17 1696 0.1 0.3 0.2 0.5 0.2 0.4 0.5 0.6 0.4 0.3 0.5 tr 0.1 

14-hidroxi-α-humuleneSO 1708 1.1 0.7 0.7 1.0 0.9 1.0 1.0 1.9 1.4 1.3 0.9 0.6 1.4 

2Z, 6E-farnesolSO 1720 0.8 0.2 0.4 0.4 0.8 1.6 0.6 1.8 0.3 0.9 0.3 0.8 2.1 

nd18 1737 nr nr nr nr nr nr nr 0.3 nr nr nr nd nd 

nd19 1768 6.4 9.5 6.8 4.7 4.8 9.5 6.2 3.7 3.9 2.2 9.0 4.1 6.2 

nd20 1786 0.6 0.7 0.5 0.4 0.9 0.7 1.1 0.9 0.1 0.1 5.1 5.9 0.7 

nd21 1797 8.9 7.6 10.4 7.8 5.6 19.6 8.0 5.9 6.0 4.6 7.1 11.3 8.0 
HM= hidrocarboneto monoterpênico 2.4 0.2 3.7 2.8 3.3 0.0 2.9 1.7 2.0 3.5 4.8 0.8 7.0 

AL=Aldeído tr nd tr tr tr nr tr nr tr 0.1 tr nr tr 
MO= monoterpeno oxigenado 1.4 3.3 2.8 4.9 2.6 0.2 1.8 0.7 1.1 2.8 3.8 0.7 4.0 

HS= hidrocarboneto sesquiterpênico 5.8 3.9 4.8 5.7 9.8 4.4 9.3 11.6 7.1 17.6 6.0 6.1 6.5 
SO= sesquiterpeno oxigenado 13.7 13.3 12.3 10.7 10.8 11.9 12.7 18.4 16.3 15.7 12.7 10.8 16.4 

TOTAL IDENTIFICADO 23.3 20.6 23.7 24.0 26.5 16.5 26.8 32.3 26.5 39.7 27.3 18.3 33.8 
aIRc= Índice de Retenção calculado; nr: não registrado na população; tr: traço (tr≤ 0,04).  
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APÊNDICE 7. Continuação... 

Substâncias IRca OB36 MÉDIA  Substâncias IRca OB36 MÉDIA 

α-pinenoHM 930 tr 0.5  óxido de cariofilenoSO 1580 0.5 1.1 

sabinenoHM 969 0.2 0.6  nd8 1587 0.1 0.2 

β-pinenoHM 973 0.3 0.7  nd9 1603 0.5 1.6 

limonenoHM 1025 0.4 0.7  β-atlantolSO 1611 0.9 0.9 

γ-terpinenoHM 1055 0.3 0.7  isolongifalan-7-α-olSO 1614 0.4 0.6 

linalolMO 1097 0.6 0.4  nd10 1628 tr 0.3 

n-nonanalAL 1101 0.1 0.2  nd12 1633 1.3 0.4 

Z-p-mente-2-en-olMO 1118 0.1 0.3  cedreanolSO 1648 7.7 5.7 

terpinen-4-olMO 1174 0.9 1.7  nd13 1652 tr 0.6 

ciperenoHS 1398 4.0 3.1  14-hidroxi-Z-cariofilenoSO 1663 0.8 2.7 

E-cariofilenoHS 1418 2.6 0.8  nd14 1668 nr 0.1 

nd1 1448 2.3 2.4  nd15 1675 0.5 0.8 

α-humulenoHS 1452 1.5 1.1  nd16 1682 0.1 1.7 

dehidro-sesquicineolSO 1467 0.3 0.3  nd17 1696 tr 0.3 

7-epi-1,2-dehidro-sesquicineolSO 1475 0.4 0.2  14-hidroxi-α-humuleneSO 1708 0.3 0.9 

nd2 1483 0.3 0.2  2Z, 6E-farnesolSO 1720 0.1 0.7 

β-selinenoHS 1492 2.9 2.1  nd18 1737 nr 0.3 

viridiflorenoHS 1496 0.4 0.4  nd19 1768 3.9 5.4 

nd3 1511 36.9 32.8  nd20 1786 0.7 1.4 

nd4 1514 4.2 3.8  nd21 1797 5.2 7.5 

nd5 1519 0.4 0.4 
 HM= hidrocarboneto monoterpênico 1.2 3.2 

σ-cadinenoHS 1521 0.1 0.2 
 AL=Aldeído 0.1 0.1 

nd6 1535 4.0 4.7 
 MO= monoterpeno oxigenado 1.7 2.4 

 
 HS= hidrocarboneto sesquiterpênico 11.5 7.8 

      
 SO= sesquiterpeno oxigenado 11.4 13.1 

      
 

TOTAL IDENTIFICADO 25.9 26.7 



 
165 

 

 

APÊNDICE 8. Matriz de confusão para classificação dos fenótipos químicos de AB, OB e 

SSa estimados pela DA. As populações AB e SSa são provenientes da região sul e OB é 

proveniente da região sudeste do Estado de Minas Gerais - Brasil. 

de \ a AB OB SSa Total % correto 

AB 11 0 0 11 100% 

OB 0 27 0 27 100% 

Ssa 0 0 17 17 100% 

Total 11 27 17 55 100% 

 

APÊNDICE 9. Matriz de confusão para classificação dos fenótipos químicos de AB e SSa 

estimados DA. As populações AB e SSa são provenientes da região sul do Estado de Minas 

Gerais - Brasil. 

de \ a AB SSa Total % correto 

AB 11 0 11 100% 

Ssa 0 17 17 100% 

Total 11 17 28 100% 

 

APÊNDICE 10. Espectros de fragmentação ESI(-) (MS/MS) do íon de m/z 343 encontrado 

nos extratos etanólicos das partes aéreas das populações de Lychnophora pinaster SSa (A),  

AB (B) e OB (C). As populações AB e SSa são provenientes da região sul e OB da região 

sudeste do Estado de Minas Gerais - Brasil. 

 

 

 
 

m/z
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360

%

0

100

arnica JR corr ms  58 (6.590) Sm (Mn, 1x1.00); Cm (56:62) 5: Daughters of 343ES- 
9.68e4283
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147
239227

281

343

343

301

301

313
341

340

m/z
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360

%

0

100

arnica GA corr ms 58 (6.590) Cm (53:64) 5: Daughters of 343ES- 
1.24e5283.3

268.1

267.7

267.1
152.0146.8124.8

179.8

155.9
254.6
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268.3
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301.1

299.3

311.7

338.8

343.6

344.2

m/z
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360

%

0

100

arnica GE corr ms 69 (6.861) Cm (63:75) 5: Daughters of 343ES- 
1.92e4313.2

242.7

216.5104.0 204.4
130.5 151.1 186.0 234.9

285.1
265.1

313.0

327.7

328.2343.2

343.5

347.7

355.0 365.3

POPULAÇÃO AB 

Região sul 

POPULAÇÃO OB 

Região sudeste 

POPULAÇÃO SSa 

Região sul 

(A) 

(B) 

(C) 
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APÊNDICE 11. Espectros de fragmentação ESI(-) (MS/MS) do íon de m/z 253 encontrado 

nos extratos etanólicos das partes aéreas das populações de Lychnophora pinaster SSa (A),  

OB (B) e AB (C). As populações AB e SSa são provenientes da região sul e OB da região 

sudeste do Estado de Minas Gerais - Brasil.   

 

 

m/z
100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280

%

0

100

m/z
100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280

%

0

100
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%
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arnica GE corr ms 11 (6.767) Cm (3:22) 9: Daughters of 253ES- 
7.59e3191
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104 127112 121 149139136 153
174171

163 181

253
209
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232227215

252
240
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276267260 278

arnica GA corr ms 5 (6.611) Cm (1:10) 9: Daughters of 253ES- 
4.24e4253

251
208143

134 161 197 250

254

274266

POPULAÇÃO AB 

Região sul 

POPULAÇÃO OB 

Região sudeste 

POPULAÇÃO SSa 

Região sul 
(A) 

(B) 

(C) 



APÊNDICE 12.  Células hospedeiras U2OS infectadas com T. cruzi tratadas com (A) 400, (B) 100,  (C) 12.5 e (D) 0.4 µM do composto de 

referência benznidazol.  

 

 

(A) 

(C) (D) 

Benznidazol 400 µM Benznidazol 100 µM 

Benznidazol 12.5 µM Benznidazol 0.4 µM 
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APÊNDICE 13.  Células U2OS infectadas com T. cruzi tratadas com (A) 100 µM de benznidazol e (B) 100, (C) 12.5 e (D) 0.4 µg/mL do óleo 

essencial de AB, do sul do Estado de Minas Gerais - Brasil. 

 

 

(A) (B) 

(C) (D) 

Benznidazol 100 µM OE-Pop AB 100 µg/mL 

 

OE-Pop AB 12.5 µg/mL 

 

OE-Pop AB 0.4 µg/mL 
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APÊNDICE 14.  Células U2OS infectadas com T. cruzi tratadas com (A) 100 µM de benznidazol e (B) 100, (C) 12.5 e (D) 0.4 µg/mL do óleo 

essencial de SSa, do sul do Estado de Minas Gerais - Brasil. 

 

(A) (B) 

(D) 

Benznidazol 100 µM OE-Pop SSa 100 µg/mL 

 

OE-Pop SSa 12.5 µg/mL 

 

OE-Pop SSa 0.4 µg/mL 
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APÊNDICE 15.  Células U2OS infectadas com T. cruzi tratadas com (A) 100 µM de benznidazol e (B) 100, (C) 12.5 e (D) 0.4 µg/mL do óleo 

essencial de OB, do sudste de Minas Gerais - Brasil. 

 

 

 

(A) (B) 

(D) 

Benznidazol 100 µM OE-Pop OB 100 µg/mL 

 

OE-Pop OB 12.5 µg/mL 

 
OE-Pop OB 0.4 µg/mL 
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APÊNDICE 16.  Células U2OS infectadas com T. cruzi tratadas com (A) 100 µM de benznidazol e (B) 100, (C) 12.5 e (D) 0.4 µg/mL do extrato 

de SSa, do sul do Estado de Minas Gerais - Brasil. 

 

 

(A) (B) 

(C) 

Benznidazol 100 µM EXT-Pop SSa 100 µg/mL 

 

EXT-Pop SSa 12.5 µg/mL 

 
EXT-Pop SSa 0.4 µg/mL 
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APÊNDICE 17.  Células U2OS infectadas com T. cruzi tratadas com (A) 100 µM de benznidazol e (B) 100, (C) 12.5 e (D) 0.4 µg/mL do extrato 

de AB, do sul do Estado de Minas Gerais - Brasil. 

 

(A) (B) 

(C) (D) 

Benznidazol 100 µM EXT-Pop AB 100 µg/mL 

 

EXT-Pop AB 12.5 µg/mL 

 
EXT-Pop AB 0.4 µg/mL 
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APÊNDICE 18.  Células U2OS infectadas com T. cruzi tratadas com (A) 100 µM de benznidazol e (B) 100, (C) 12.5 e (D) 0.4 µg/mL do extrato 

de OB, do sudeste do Estado de Minas Gerais - Brasil. 

(A) (B) 

(C) (D) 

Benznidazol 100 µM EXT-Pop OB 100 µg/mL 

 

EXT-Pop OB 12.5 µg/mL 

 

EXT-Pop OB 0.4 µg/mL 
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ANEXO 19. Informações geográficas dos acessos de L. pinaster estudados. 

Nº/População Altitude (m) 

Código 

da 

planta 

Coordenadas  

S W 

graus Min s graus min S 

1. PB 1044 1201 21 20 2,1 44 58 22,1 

2. PB 1044 1202 21 20 2 44 58 22,1 

3. PB 1044 1203 21 20 2,1 44 58 22 

4. PB 1037 1204 21 20 2,7 44 58 22 

5. PB 1038 1205 21 20 2,6 44 58 22 

6. PB 1043 1206 21 20 2,6 44 58 21,7 

7. PB 1035 1208 21 20 3 44 58 21,9 

8. PB 1035 1209 21 20 3 44 58 21,9 

9. PB 1049 1210 21 20 2,2 44 58 21,5 

10. PB 1050 1211 21 20 3,7 44 58 20,6 

11. PB 1050 1212 21 20 3,7 44 58 20,6 

12. PB 1050 1213 21 20 3,7 44 58 20,4 

13. PB 1044 1214 21 20 4,5 44 58 19,3 

14. PB 1044 1215 21 20 4,5 44 58 19,3 

15. PB 1041 1216 21 20 4,8 44 58 19,5 

16. PB 1041 1217 21 20 4,8 44 58 19,5 

17. PB 1051 1218 21 20 4,4 44 58 20,2 

18. PB 1051 1219 21 20 4,4 44 58 20,3 

19. PB 1046 1220 21 20 3,8 44 58 20,8 

20. PB 1045 1222 21 20 4,5 44 58 18,5 

21. SS 919 1301 21 21 28,7 44 51 30,9 

22. SS 930 1302 21 21 28,5 44 51 30,6 

23. SS 948 1303 21 21 28,5 44 51 30 

24. SS 947 1305 21 21 29,4 44 51 30,9 

25. SS 946 1306 21 21 29,5 44 51 31,1 

26. SS 953 1307 21 21 29,7 44 51 31,5 

27. SS 954 1308 21 21 29,5 44 51 31,7 

28. SS 953 1309 21 21 30 44 51 32 

29. SS 953 1310 21 21 29,8 44 51 32,1 

30. SS 935 1311 21 21 29 44 51 30,2 

31. SS 933 1312 21 21 28,8 44 51 30,1 

32. SS 939 1313 21 21 28,7 44 51 29,7 

33. SS 940 1314 21 21 28,7 44 51 29,5 

34. SS 943 1315 21 21 28,5 44 51 29,7 

35. SS 946 1316 21 21 28,3 44 51 29,6 

36. SS 959 1318 21 21 28,2 44 51 29,3 

37. SS 963 1319 21 21 28,2 44 51 29,2 

38. SS 967 1320 21 21 28,2 44 51 28,1 

39. SS 927 1321 21 21 34 44 51 35 

40. SS 924 1322 21 21 34,6 44 51 34,6 

*min= minutos/ s= segundos. 
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ANEXO 19. Continuação... 

N°/População Altitude (m) Código 

Coordenadas  

S W 

graus min s graus min S 

41. SS 924 1323 21 21 38,8 44 51 34,2 

42. SS 925 1324 21 21 34,8 44 51 34 

43. SS 928 1325 21 21 34,7 44 51 33,3 

44. SS 928 1326 21 21 34,9 44 51 33 

45. SS 933 1327 21 21 34,6 44 51 32,8 

46. SS 934 1328 21 21 34,5 44 51 32,7 

47. SS 935 1329 21 21 34,1 44 51 33,2 

48. SS 939 1330 21 21 33,4 44 51 33,1 

49. S.A 1053 301 21 26 38,9 44 55 57 

50. S.A 1060 302 21 26 38,4 44 55 56,6 

51. S.A 1065 303 21 26 38,9 44 55 54,6 

52. S.A 1068 304 21 26 39,8 44 55 54,1 

53. S.A 1071 305 21 26 41,1 44 55 53,9 

54. S.A 1073 306 21 26 41,7 44 55 53,5 

55. S.A 1072 307 21 26 41,5 44 55 54,1 

56. S.A 1074 308 21 26 41,7 44 55 54,4 

57. S.A 1065 309 21 26 39,6 44 55 55,6 

58. S.A 1065 310 21 26 40,1 44 55 56,3 

59. S.A 1064 311 21 26 40,3 44 55 57,8 

60. S.A 1065 312 21 26 40,3 44 55 57,5 

61. S.A 1050 313 21 26 39,3 44 55 1 

62. S.A 1050 314 21 26 39,3 44 55 1,2 

63. S.A 1051 315 21 26 38,2 44 56 1,1 

64. S.A 1050 316 21 26 38 44 56 2 

65. S.A 1049 317 21 26 37,9 44 56 2,2 

66. S.A 1047 318 21 26 38,8 44 56 2 

67. S.A 1045 319 21 26 39,2 44 56 2,1 

68. S.A 1039 320 21 26 40,5 44 56 4,5 

69. S.A 1041 321 21 26 40,5 44 56 4,7 

70. S.A 1038 322 21 26 40,4 44 56 4,9 

71. S.A 1039 323 21 26 38,4 44 56 5,4 

72. S.A 1037 324 21 26 38,1 44 56 5,5 

73. S.A 1041 325 21 26 38,4 44 56 4,5 

74. SSa 1292 201 21 26 56,5 44 38 15,7 

75. SSa 1295 202 21 26 56,4 44 38 15,4 

76. SSa 1294 203 21 26 55,8 44 38 15,9 

77. SSa 1295 204 21 26 55,7 44 38 16,3 

78. SSa 1293 205 21 26 55,2 44 38 16,7 

79. SSa 1291 206 21 26 54,9 44 38 16,9 

80. SSa 1289 207 21 26 54,11 44 38 17,7 

*min= minutos/ s= segundos. 
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ANEXO 19. Continuação... 

N°/População Altitude (m) Código 

Coordenadas  

S W 

graus min s graus Min S 

81. SSa 1293 208 21 26 55,6 44 38 17,9 

82. SSa 1294 209 21 26 55,8 44 38 18,4 

83. SSa 1288 210 21 26 55,1 44 38 18,6 

84. SSa 1287 211 21 26 54,8 44 38 18,6 

85. SSa 1288 212 21 26 55,3 44 38 19,7 

86. SSa 1285 213 21 26 55,1 44 38 19,8 

87. SSa 1285 214 21 26 55,1 44 38 20 

88. SSa 1291 215 21 26 55,5 44 38 20,2 

89. SSa 1295 216 21 26 55,8 44 38 20,3 

90. SSa 1292 217 21 26 55,7 44 38 18,4 

91. SSa 1292 218 21 26 55,7 44 38 18 

92. SSa 1307 219 21 26 56,2 44 38 17,8 

93. SSa 1310 220 21 26 56,2 44 38 17,9 

94. SSa 1293 221 21 26 55,2 44 38 15,4 

95. SSa 1291 222 21 26 54,8 44 38 15,6 

96. SSa 1289 223 21 26 54,5 44 38 15,9 

97. SSa 1292 224 21 26 54,9 44 38 15,9 

98. SSa 1294 225 21 26 55,1 44 38 15,8 

99. SB 1112 101 21 26 42,2 44 35 18,7 

100. SB 1113 102 21 26 42,4 44 35 18,8 

101. SB 1110 103 21 26 42,4 44 35 19,1 

102. SB 1117 104 21 26 42,4 44 35 18,4 

103. SB 908 105 21 26 42,6 44 35 18,4 

104. SB 1120 106 21 26 43,1 44 35 18 

105. SB 1119 107 21 26 43,4 44 35 18 

106. SB 1121 108 21 26 44,6 44 35 17,6 

107. SB 1121 109 21 26 44,5 44 35 17,3 

108. SB 1125 110 21 26 44,5 44 35 16,4 

109. SB 1126 111 21 26 44,5 44 35 16,1 

110. SB 1127 112 21 26 44,5 44 35 16,1 

111. SB 1126 113 21 26 46,4 44 35 15,7 

112. SB 1125 114 21 26 46,6 44 35 15,7 

113. SB 1126 115 21 26 46,6 44 35 15,4 

114. SB 1125 116 21 26 46,7 44 35 15,3 

115. SB 1127 117 21 26 46,8 44 35 14,9 

116. SB 1129 118 21 26 46,7 44 35 14 

117. SB 1132 119 21 26 46,7 44 35 13,6 

118. SB 1135 120 21 26 47,3 44 35 13,1 

119. SB 1134 121 21 26 47,5 44 35 13,2 

120. SB 1131 122 21 26 47,6 44 35 13,3 

*min= minutos/ s= segundos.  
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ANEXO 19. Continuação... 

N°/População Altitude (m) Código 

Coordenadas  

S W 

graus min s graus min S 

121. SB 1128 123 21 26 47,8 44 35 13,7 

122. SB 1126 124 21 26 48,1 44 35 13,9 

123. SB 1125 125 21 26 48,1 44 35 14,1 

124. OB 1223 401 21 20 18,3 43 35 29,9 

125. OB 1223 402 21 20 18,4 43 35 29,9 

126. OB 1226 403 20 20 19 43 55 30,2 

127. OB 1227 404 20 20 19 43 55 30,5 

128. OB 1229 405 20 20 18,7 43 55 31,3 

129. OB 1234 406 20 20 18,9 43 55 31,8 

130. OB 1236 407 20 20 18,2 43 55 32,6 

131. OB 1237 408 20 20 18,5 43 55 32,8 

132. OB 1238 409 20 20 18,4 43 55 33 

133. OB 1238 410 20 20 18,4 43 55 33,1 

134. OB 1239 411 20 20 18,4 43 55 33,2 

135. OB 1240 412 20 20 18,7 43 55 33,2 

136. OB 1242 413 20 20 19 43 55 33,3 

137. OB 1243 414 20 20 19,4 43 55 33 

138. OB 1243 415 20 20 19,6 43 55 33 

139. OB 1243 416 20 20 19,9 43 55 33,4 

140. OB 1243 417 20 20 20,2 43 55 33,3 

141. OB 1243 418 20 20 20,2 43 55 33,3 

142. OB 1244 419 20 20 20,5 43 55 33,5 

143. OB 1245 420 20 20 20,6 43 55 33,5 

144. OB 1259 421 20 20 22,4 43 55 37,1 

145. OB 1238 422 20 20 22,1 43 55 37,4 

146. OB 1263 423 20 20 21,7 43 55 37,9 

147. OB 1263 425 20 20 21,7 43 55 38,1 

148. OB 1248 426 20 20 22 43 55 34,7 

149. OB 1246 427 20 20 21,8 43 55 34,1 

150. OB 1244 428 20 20 22,7 43 55 33,4 

151. OB 1243 429 20 20 22,6 43 55 33,3 

152. OB 1239 430 20 20 22,3 43 55 32,8 

153. OB 1232 431 20 20 21,2 43 55 30,7 

154. OB 1232 432 20 20 21,3 43 55 30,7 

155. OB 1232 433 20 20 21,3 43 55 30,81 

156. OB 1227 434 20 20 20,4 43 55 30,2 

157. OB 1227 435 20 20 20,4 43 55 30,3 

158. OB 1224 436 20 20 19,9 43 55 28,9 

159. OB 1225 437 20 20 20 43 55 29,1 

160. OB 1225 438 20 20 20 43 55 29,4 

*min= minutos/ s= segundos. 
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ANEXO 19. Continuação... 

N°/População 
Altitude  

(m) 
Código 

Coordenadas  

S W 

graus min s graus min S 

161. OB 1221 440 20 20 19,2 43 55 28,4 

162. AB 1138 1331 21 27 26 44 35 50,3 

163. AB 1138 1332 21 27 26,1 44 35 50,2 

164. AB 1140 1333 21 27 25,6 44 35 49,9 

165. AB 1140 1334 21 27 25,6 44 35 49,7 

166. AB 1143 1335 21 27 25,1 44 35 49,3 

167. AB 1141 1336 21 27 25,4 44 35 49,7 

168. AB 1144 1337 21 27 25,1 44 35 49,1 

169. AB 1145 1338 21 27 25 44 35 49 

170. AB 1146 1339 21 27 25,1 44 35 48,7 

171. AB 1150 1340 21 27 24,9 44 35 47,7 

172. AB 1142 1350 21 27 26,1 44 35 48,8 

173. AB 1136 1341 21 27 26,7 44 35 50,1 

174. AB 1138 1342 21 27 26,6 44 35 49,3 

175. AB 1138 1343 21 27 26,6 44 35 49 

176. AB 1138 1344 21 27 27,1 44 35 48.6 

177. AB 1143 1346 21 27 26,3 44 35 48,4 

178. AB 1143 1347 21 27 26,1 44 35 48,3 

179. AB 1142 1348 21 27 26,1 44 35 48,7 

180. AB 1141 1349 21 27 26,2 44 35 48,8 

181. AB 1138 1351 21 27 27 44 35 49 

182. AB 1142 1352 21 27 25,9 44 35 48,6 

183. AB 1143 1353 21 27 26 44 35 48,2 

184. AB 1144 1356 21 27 26,7 44 35 47,8 

185. AB 1145 1357 21 27 26 44 35 47,8 

186. AB 1137 1358 21 27 26,9 44 35 48,7 

*min= minutos/ s= segundos. 


