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RESUMO

Os objetivos deste estudo foram (i) fornecer a caracterizacdo dos padrdes de diversidade
genética e estrutura populacional de sete populacBGes naturais de L. pinaster e discutir
estratégias de conservacdo; (ii) avaliar a composi¢do quimica dos 6leos essenciais de trés
populacdes naturais da espécie, duas provenientes da regido sul e uma do sudeste de Minas
Gerais; (iii) caracterizar os principios ativos, registrados na literatura, dos extratos etandlicos
das trés populagGes naturais; (iv) determinar a atividade in vitro dos 6leos essenciais e
extratos etandlicos das populac@es contra formas amastigotas de Tripanossoma cruzi; e (V)
avaliar as relacGes entre o polimorfismo quimico, os fatores ambientais e genéticos. Os
resultados revelaram (i) existéncia de diferentes niveis de diversidade genética dentro e alto
nivel de diferenciacio genética entre populacdes. E estritamente necessario o monitoramento
das populacBGes remanescentes para que, de fato, seja evitada a extincdo da espécie. Os
esforcos de conservacao in situ devem focar na preservacdo dos habitats de L. pinaster da
destruicdo e no aumento dos tamanhos populacionais, uma vez que o pequeno tamanho
populacional e a fragmentacdo fazem de L. pinaster susceptivel as perdas de diversidade
genética causada pela endogamia e deriva genética. E sugerido planejamento de coleta de
sementes provenientes dos grupos genéticos evidenciados pelo STRUCTURE ou DAPC
para a conservacao ex situ do germoplasma; (ii) néo foi registrada a presenca de substancias
da classe dos fenilpropandides no 6leo essencial da populacdo de L. pinaster proveniente da
regido sudeste, apresentando como constituinte majoritario um sesquiterpeno oxigenado,
enquanto as populagdes do sul apresentaram o E-cinamato de metila, E-cariofileno ¢ a-
humuleno como constituintes mais abundantes; (iii) mesmo padréo espacial de composi¢éo
quimica foi observado para os extratos, onde as populacfes do sul apresentaram perfil

qguimico semelhante entre si sob o ponto de vista qualitativo, diferindo da proveniente do



sudeste. Dos principios ativos, somente a quercetina e friedelina foram identificados nos
extratos das trés populagdes, tendo as suas quantidades variado entre populages; (iv) 0s
Oleos essenciais e extratos etanolicos ndo apresentam in vitro seletividade e atividade
antiparasitaria com relacdo as formas amastigotas T. cruzi equivalente ou superior ao
benznidazol, utilizado comercialmente para tratar doenca de Chagas; (v) com o0 aumento das
concentracfes dos Oleos essenciais e extratos, houve aumento da citotoxicidade e,
consequentemente, diminuicdo da taxa de células hospedeiras tanto infectadas como nao
infectadas. Os extratos se mostraram mais citotoxicos em relacdo aos 6leos essenciais; (Vi)
comparados a genética, os preditores ambientais - distancia geografica e os diferentes
gradientes de solo - se mostraram os elementos mais relevantes para a variagdo quimica do
6leo essencial entre populacdes de L. pinaster, indicando que o polimorfismo quimico no
o0leo essencial esteja ocorrendo mais como um reflexo de uma selecdo natural de acordo com
os fatores ambientais locais e ndo devido a deriva genética; o que € um alerta quanto a
utilizacdo de diferentes populacbes de L. pinaster como fitoterdpico de modo
indiscriminado, uma vez que as diferengas na composicao quimica podem comprometer sua

eficicia terapéutica.

Palavras-chave: Atividade tripanocida; Arnica-mineira; Citotoxicidade; Conservagao
genética; Lychnophora pinaster, Polimorfismo quimico.



CHARACTERIZATION OF GENETIC DIVERSITY AND CHEMICAL
COMPOSITION OF Lychnophora pinaster MART. Botucatu, 2016. 178 p. Tese
(Doutorado em Agronomia/Horticultura) - Faculdade de Ciéncias Agronémicas,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho™.

Author: Paulo Sérgio Siberti da Silva

Adviser: Mércia Ortiz Mayo Marques

Coadviser: Maria Imaculada Zuchi

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 a-
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



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.



1. INTRODUCAO

Muitas plantas medicinais e aromaticas do Cerrado possuem forte
importancia cultural e econémica, porém, sdo insustentavelmente utilizadas por populagdes
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 endémica aos campos rupestres e campos de
canga do Cerrado do Estado de Minas Gerais (SEMIR et al., 2011).

Na medicina tradicional, ramos, folhas e inflorescéncias de L.
pinaster sdo intensamente utilizados como agentes anti-inflamatdrio, analgésico e
cicatrizante contra contusdes, pancadas, tor¢cdes, hematomas e desinfeccdo 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;
ALCANTARA 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 quimioprofilaticos.

Devido ao wuso tradicional medicinal insustentdvel e ao
desmatamento desordenado em Minas Gerais, muitas popula¢des naturais de L. pinaster
foram extintas, ao passo que muitas remanescentes se encontram reduzidas. Este cenario

tornou a especie vulneravel a extingdo (COPAM, 1997) e, como consequéncia, Seus



compostos ativos sdo encontrados cada vez mais num estoque natural reduzido e vulneravel
as atividades antropicas.

Associando ao fato de que estimativas das mudancas climaticas
apontam para ocorréncia de mudancas 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 Agronémico (IAC), Campinas-SP, iniciou em 2004 estudos para
explorar a composicdo quimica e estrutura populacional de populacdes naturais da espécie.
Com o uso de marcadores microssatélites, até o presente momento, foram exploradas a
diversidade e estrutura genética de trés populagdes naturais de L. pinaster provenientes da
regido sul e duas da regido 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 populacdes da
espécie. Isto é primordial para a tomada de decisdo com relacdo a elaboracdo de estratégias
efetivas de conservacdo genética, que € dependente do conhecimento prévio da distribuicéo
da variabilidade genética intra e interpopulacional.

Com relagdo a composicdo quimica, muitos estudos tém dedicado
esforgos para caracterizar o perfil metabdlico de L. pinaster. Foi constatado que nos extratos
da espécie substancias como a lactona sesquiterpénica 15-deoxi-goiazensolido, o0s
triterpenos a-amirina e lupeol, o flavonol quercetina e os esteroides estigmasterol e sitosterol
sdo alguns dos responsaveis por importantes atividades biologicas 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 etanélico da parte aérea de L. pinaster,
bem como substancias isoladas dos extratos etandlico e hexanico (15-deoxi-goiasensolido e
acido E-lichnoférico) também sdo capazes de inibir o crescimento da forma tripomastigota
(infectante) de Trypanossoma cruzi (CHIARI et al., 1996; OLIVEIRA et al., 1996;
ALCANTARA et al., 2005; SILVEIRA et al., 2005a), agente etiolégico da doenca
negligenciada tropical de Chagas, que infecta entre 7 e 8 milhdes de pessoas no mundo
(MORAES et al., 2014; WHO, 2014). Quanto a composi¢do quimica do dleo essencial de L.
pinaster, foram identificados (HABER, 2008; ISOBE, 2012; VIEIRA, 2012; SILVA, 2013)
0s sesquiterpenos E-cariofileno e a-humuleno, dois anti-inflamatérios (FERNANDES et al.,
2007), sendo o Gltimo de uso topico (ACHE, 2013): o fenilpropandide E-cinamato de metila

e 0S monoterpenos a-pineno e P-pineno, trés agentes antimicrobianos (BURT, 2004;



HUANG et al., 2009a; ALl et al., 2010; SILVA et al., 2012). O cinamato de metila também
é utilizado como ingrediente fragrante sintético (EFSA, 2009; EUROPEIA UNION, 2012)
para fabricacdo de cosméticos, produtos de limpeza, de higiene pessoal e alimentos
(SHARMA e KANWAR, 2012). Tais constituintes, portanto, podem ser utilizados como
pardmetros qualitativos para o 6leo essencial e extrato de L. pinaster para potencial uso
terapéutico ou industrial.

A busca por novos farmacos contra T. cruzi é imediatamente
necessaria, uma vez que novas cepas resistentes do parasita vém emergindo ao longo dos
anos e o repertdrio de farmacos disponiveis para combate da doenca 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 0s
metabolitos formados através do mecanismo de acdo destes dois compostos causadores de
efeitos adversos no organismo humano (CASTRO et al., 2006; DIAS et al., 2009).

ObservagOes prévias de campo indicam que, dependendo da
populacdo de L. pinaster, o aroma dos espécimes pode variar consideravelmente, podendo
ou ndo apresentar o aroma agradavel, caracteristico da arnica (HABER, 2008; ISOBE, 2012;
VIEIRA, 2012; SILVA, 2013).

Uma hipotese é a de que os locais de coleta sejam os principais
fatores que podem alterar a composicdo quimica do dleo essencial ou extrato de L. pinaster
e, consequentemente, sua eficécia terapéutica; merecendo ser investigado. Em populacdes
naturais da espécie, foi verificado que uma populagdo proxima ao munipio de Lavras, regido
sul de Minas Gerais, apresentou como constituinte majoriario do Oleo essencial o
sesquiterpeno oxigenado cedr-8-(15)-en-9-alfa-ol, diferindo de sete populagdes provenientes
da mesma regido (Lavras, Ingai, Carrancas e Itumirim), cujo constituinte majoritario foi o
E-cinamato de metila (HABER, 2008; ISOBE, 2012; SILVA, 2013). Mesmo entre
populacdes de Carrancas consideradas proximas, cerca de 1.5 Km, diferencas significativas
nas proporgoes relativas medias entre monoterpenos e sesquiterpenos foram observadas
(SILVA, 2013). Populagdes da regido norte, localizadas nas proximidades dos municipios
de Olho D’Agua e Diamantina, apresentaram como constituintes majoritarios dos 6leos
essenciais 0s sesquiterperenos oxigenados 14-hidroxi-Z-cariofileno e 14-hidroxi-a-
humuleno, respectivamente, ndo apresentando traco do fenilpropandide E-cinamato de

metila (VIEIRA, 2012); diferindo das populagdes provenientes da regido sul.



Mesmo com a consideravel quantidade de informacdes disponiveis
sobre a divergéncia quimica intraespecifica no éleo essencial de L. pinaster, nenhuma énfase
até o momento foi dada a interacdo entre a genética, os fatores ambientais e a diversidade
quimica das populagdes. Estudos prévios indicam que a variacdo da composicao quimica do
6leo essencial e extrato de plantas medicinais e arométicas ¢ atribuida principalmente as
caracteristicas 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; MULLER et al., 2015) ou
genéticas (VERNET et al., 1986; MELITO et al., 2013).

Para o género 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 quimica dos 6leos essenciais e dos extratos hidroalcoolicos (CURADO et al.;
2006; GOUVEA et al., 2012). Um estudo desta natureza com L. pinaster é necessario para
aprofundar o conhecimento dos fatores que influenciam a composi¢do quimica desta espécie
endémica e de valor cultural e potencialmente econdmico do Estado de Minas Gerais, a fim

de fornecer subsiduos para o seguro uso medicinal.



2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Caracterizar a diversidade genética e quimica de populagdes naturais

de Lychnophora pinaster a fim de fornecer subsidios para programas de conservacao da

espécie e uso medicinal.

2.2. Especificos

(i)

(i)

(iii)

(iv)

Para tanto, tem como objetivos especificos:

Caracterizacdo dos padrdes de diversidade genética e estrutura populacional de
L. pinaster utilizando marcadores microssatélites;

Avaliar a composi¢do quimica dos 0leos essenciais entre populacfes naturais da
espécie de diferentes proveniéncias;

Caracterizar os principios ativos descritos na literatura nos extratos das
populagdes naturais de L. pinaster;

Determinar a atividade in vitro dos 0leos essenciais e extratos etanolicos das

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

distancia geogréfica, altitude) e genéticos.
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3. LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

3.1. O Dominio Fitogeogréafico do Cerrado e os Campos Rupestres

O Cerrado é um dominio fitogeografico composto pelos biomas
campo tropical (fisionomia campo limpo), savana (fisionomias campo sujo, campo cerrado
e cerrado sensu stricto) e floresta estacional (fisionomia cerraddo) (BATALHA et al., 2011).
Contém alta diversidade de plantas, concentrando o equivalente a um ter¢o 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 territério nacional, o equivalente a pouco mais
de 200 milhdes de hectares, dos quais 155 milhdes estdo no planalto central e abrangem o
Estado de Minas Gerais, representando cerca de 50% da area total do estado, cuja localizagao
em sua maior parte esta a oeste e partes disjuntas a sudoeste e sul (MAROUELLI, 2003).

Algumas de suas regibes formam grandes blocos de vegetagdo
nativa, como € o caso das regides centrais e a oeste do estado de Minas Gerais (na area da
Serra da Canastra), do oeste da Bahia, norte de Goias, sul do Maranh&o, Piaui e da regido da
Ilha do Bananal em Tocantins (MACHADO et al., 2004). Em outras regides, ocorre
ocupacdo humana discreta ou a cobertura vegetal é muito esparsa, como no leste do Mato
Grosso do Sul e no Triangulo Mineiro (MACHADO et al., 2004).
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Calcula-se que 40% das espécies lenhosas do Cerrado séao
endémicas, que o torna, ao lado da Mata Atlantica, um hotspot mundial (MINISTERIO DO
MEIO AMBIENTE, 2002; BONVICINO et al., 2012). Cerca de 7.3% de suas areas
encontram-se sobre solos litolicos e afloramentos rochosos (REATTO et al., 1998), onde
sdo encontrados tipos vegetacionais bem caracteristicos, como exemplo, o campo rupestre,
presente no bioma savana. Este € um tipo de vegetacdo predominantemente herbéceo-
arbustivo, que pode crescer nas frestas de afloramentos rochosos ou em solos geralmente
acidos, pobres em nutrientes e em altitudes acima de 900 m — ocasionalmente a partir de 700
m -, cujas areas apresentam variacdes extremas de temperaturas (noites frias e dias quentes),
ventos constantes e restricdes hidricas (GIULIETTI et al., 1997; RIBEIRO e WALTER,
2007). Faz parte desta fisionomia a Cadeia do Espinhaco, um conjunto de terras altas, cujas
rochas sdo de origem pré-cambriana, com forma de bumerangue de direcdo geral norte-sul
centrado no meridiano 43°W e convexidade orientada para oeste (SAADI, 1995;
VASCONCELOS, 2011) que contém desde areas abertas, com predominancia de graminias
e outras ervas, até habitats com predominancia de pequenas arvores e arbustos, com ou sem
afloramento rochoso (VASCONCELOQS, 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 Familia Asteraceae

Sendo a maior familia das Eudicotiledéneas, Asteraceae contém por
volta de 1600-1700 géneros e 24000-30000 espécies (NAKAJIMA, 2000; FUNK et al.,
2005; SOUZA e LORENZI, 2008). Seus representantes sdo encontrados com pouca
frequéncia em florestas tropicais umidas e, comumente, em areas de formacGes 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 adaptacdo aos
mais diversos habitats e condi¢Ges climaticas, variando desde subarbustos, ervas anuais ou

perenes até arbustos ou lianas, tendo a inflorescéncia do tipo capitulo e o fruto do tipo cipselo
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- também, chamado de aquénio - como as principais caracteristicas (FUNK et al., 2005;
CANCELI et al., 2007; HEIDEN et al., 2007; SOUZA e LORENZI, 2008).

Asteraceae subdivide-se em duas subfamilias, Cichorioideae,
caracterizada pela ocorréncia de plantas geralmente com latex, e Asteroideae, que inclui
espécies sem latex (LONGHI-WAGNER et al., 2008). Muitas de suas espécies contém
potencial aromético e medicinal, como por exemplo, as pertencentes ao género Lychnophora
(denominacdo que significa “portador de velas”, devido ao aspecto candelabriforme de seus

representantes).

3.3. O Género Lychnophora Mart.

Lychnophora Mart. € um género botanico polifilético pertencente a
classe Equisetopsida, subclasse Magnoliidae, ordem Asterales (TROPICOS® 2013;
LOEUILLE et al., 2015). E dividido em seis sec¢des: Lychnophora, Lychnophoriopsis,
Lychnophorioides, Lychnocephaliopsis, Sphaeranthus e Chronopappus, que se distribuem
ao longo do dominio fitogeografico do Cerrado dos Estados de Minas Gerais (representado
pelas suas seis secdes e 52 espécies, 0 equivalente a 76.5% do total de espécies do género),
Bahia (3 secdes e 19 espécies, correspondendo a 28% do total de espécies do género) e Goias
(2 secBes e 5 espécies, correspondendo a 7.3% do total de espécies do género) (SEMIR,
1991; SEMIR et al., 2011).

Portador de um endemismo bastante pronunciado, no total,
Lychnophora é composto por aproximadamente 68 espécies, sendo que 36 sdo endémicas a
algumas Serras ou determinadas localidades (SEMIR, 1991; CURADO, 2006; SEMIR et al.,
2011). Seus ecossistemas de ocorréncia sdo extremamente rusticos, com clima e solo secos,
topografia irregular e insolacdo intensa, podendo as espécies apresentar restricdes edaficas
a substratos especificos e, até mesmo, a diferentes regimes pluviométricos (COYLE e
JONES, 1981; SEMIR, 1991; MANSANARES et al., 2002; SEMIR et al., 2011).

Quanto as caracteristicas morfoldgicas, seus representantes contém
um receptaculo comum cilindrico, com varias bracteas involucrais imbricadas e capitulos
apresentando flores hermafroditas; sua corola € tubulosa e o pappus paleaceo bisseriado,
com série externa curta e persistente e a interna longa e caduca, além de uma fitotaxia, em
que as folhas rigidas se dispéem em multiplos espirais ao redor de um caule circular com

epiderme uniestratificada, contendo estdmatos e muitas células epidérmicas como base dos
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tricomas, formando uma capa grossa envolta do caule, agindo como protecdo contra a
transpiragdo excessiva, altas temperaturas e ataque de fungos (MARTIUS, 1822; LUQUE e
MENEZES, 2003; SOUZA e LORENZI, 2008).

Quanto as formas, se observa os aspectos mais diversos, o que parece
ser uma adaptacdo morfoldgica ao fogo e habitats xeromorficos, sendo frequentemente
registradas in situ espécies com héabitos de arvoretas ou arbustos com alturas variaveis e,
menos frequentemente o habito de subarbustos e, nunca, o habito arboreo (SEMIR, 1991,
SEMIR et al., 2011).

As caracteristicas genéticas entre espécies também variam.
Mansanares et al. (2002) apresentaram dados referentes ao nimero de cromossomos de
espécies pertencentes a trés secdes: Lychnocephaliopsis, Lychnophora e Lychnophoriopsis),
sendo observados pools génicos 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 & Leitdo e
Lychnophora rupestris Semir & Leitdo; n=18 (2n=36) para Lychnophora gardneri Sch.
Bip., Lychnophora joliana Semir & Leitdo, Lychnophora pohlii Sch. Bip. e Lychnophora
salicifolia Mart.; e n=19 (2n=38) para Lychnophora cipoensis Semir & Leitéo,
Lychnophora mello-barretoi G.M. Barroso, Lychnophora sellowii Sch. Bip. e Lychnophora
tomentosa (Mart. ex DC.) Sch. Bip. Uma populagéo polipléide de n=34 foi detectada por
Mansanares et al. (2002) em Lychnophora staavioides Mart. Segundo 0s autores, esta
variacdo no numero de cromossomos pode ter ocorrido devido alteracdes numéricas
causadas por disploidia ou aneuploidia.

Quanto ao perfil quimico, em representantes de Lychnophora podem
ser encontrados metabdlitos especializados pertencentes as classes dos monoterpenos,
triterpenos sesquiterpenos, fenilpropandides, derivados benzénicos, esterdis, flavonoides,
lactonas sesquiterpénicas, acidos e lignanas (BOHLMANN et al., 1980; BOHLMANN et
al., 1981; BORELLA et al., 1992; COSTA et al., 1993; SAUDE et al., 1998; OLIVEIRA et
al., 1996; SAUDE et al., 1999; BORSATO et al., 2000; GRAEL et al., 2000; SAUDE et al.,
2002; SARTORI et al., 2002; TAKEARA et al., 2003; CHICARO et al., 2004; SANTOS et
al., 2004; ALCANTARA 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
etal., 2012; SILVA, 2013).
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As propriedades bioldgicas 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; JORDAO et al., 2004; ALCANTARA 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-inflamatdria [L. ericoides Mart. (PAVARINI et al., 2008; SANTOS
et al., 2010)], anti-bacteriana [L. pinaster (ABREU et al., 2011)] até anti-fngica [L.
salicifolia (MIGUEL et al., 1996)].

Devido a sua ampla aplicabilidade na medicina tradicional e ao fato
de que as espécies de Lychnophora ainda ndo sdo domesticadas, ocorre em seu habitat natural
alta pressdo de extrativismo por parte de populacdes locais. Este fato levou a incluséo de 23
espécies do género na lista de espécies ameacadas de extingdo da flora nacional e do Estado
de Minas Gerais, estando estas distribuidas nas categorias vulneraveis, em perigo,
criticamente em perigo e provavelmente extintas (COPAM, 1997; MENDONCA e LINS,
2000; BIODIVERSITAS, 2005).

3.4. A Espécie Lychnophora pinaster Mart.

3.4.1. Sinbnimos Botanicos, Habitos, Ocorréncia e Uso Tradicional

Lychnophora pinaster Mart., sinébnimos: Lychnophora affinis
Gardner e Lychnophora trichocarpha (Spreng.) Spreng. (SEMIR et al., 2011), popularmente
conhecida como "arnica”, "arnica-da-serra” ou "arnica-mineira”, ¢ 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 endémica as 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 econémico.

Na medicina tradicional, preparados alcodlicos dos ramos, folhas e
inflorescéncias da espécie sdo tradicionalmente indicados para o tratamento de contusdes,
pancadas, tor¢Ges, hematomas e desinfeccdo de picadas de insetos (RODRIGUES e
CARVALHO, 2001) como agente anti-inflamatério e analgésico, bem como agente

antirreumatico, suavizador de pele (ALMEIDA et al., 1998), contra otite e cicatrizante. A
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forma de uso dos preparados - frescos ou secos - sao por administracdo epidérmica na forma
de compressa, alcoolatura (RODRIGUES e CARVALHO, 2001), pomada, sabonete
(ALMEIDA et al., 1998) ou via oral, macerados em cachaca (SILVEIRA et al., 2005a).

A obtencdo do material vegetal utilizado popularmente esta
estritamente relacionada ao extrativismo desordenado, realizado por populagdes locais, tanto
para o proprio uso quanto para a venda como agente fitoterapico; o que € comum nas regides
onde ocorre a espécie. Este fator contribuiu para a sua classificacdo na categoria vulneravel
a extincdo pelo Conselho Estadual de Politica Ambiental do Estado de Minas Gerais
(COPAM), em 1997.

3.4.2. Caracteristicas Ecoldgicas

L. pinaster distribui-se entre regides de grandes altitudes, acima de
900 m, ao longo da Cadeia do Espinhago mineira (SEMIR, 1991; CARVALHO, 1992;
ANDRADE, 2013). Pode estar associada a ambos, ao campo rupestre vinculado a
afloramentos predominantemente quartiziticos, e ao campo rupestre vinculado a
afloramentos hematiticos, comum a regido do Quadrilatero Ferrifero do Estado de Minas
Gerais, sendo este ultimo conhecido também como campo rupestre ferruginoso ou vegetacao
de canga (VIANA e LOMBARDI, 2007).

No campo rupestre, populacGes de L. pinaster, além de crescerem
sobre afloramentos rochosos litolicos, crescem também sobre solos arenosos mais
profundos, onde, no primeiro, o solo apresenta maior propor¢ao de particulas finas e teores
mais elevados de matéria organica e, no segundo, a drenagem é menor, sendo pobre em
nutrientes (RAPINI et al., 2008). No campo rupestre ferruginoso existem areas associadas a
gigantescos depdsitos de minério de ferro (JACOBI e CARMO, 2008) e as populacdes de L.
pinaster situadas nestas localidades sdo menos abundantes.

Como outras populagdes vegetais rupicolas que crescem nestas
regibes, as de L. pinaster encontram-se distribuidas de forma disjunta devido a
descontinuidade das cadeias montanhosas e dos afloramentos rochosos que compde 0s seus
locais de ocorréncia. Nenhum estudo, até o presente momento, avaliou a estrutura
populacional de populacGes desta espécie. Uma hipdtese é a de que, devido ao isolamento

geogréfico, exista elevada diferenciacdo genética entre populagdes.
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3.4.3. Caracteristicas Morfoldgicas e Fenoldgicas

L. pinaster varia desde subarbusto ereto com muitos ramos, a
pequenos arbustos ericdides 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 coloracdo cinérea a nigriscente abaixo e mais ou menos canescente acima, as vezes
variadamente ocracea até atrofusca, com ramos de 0.5 a 2.0 cm de didmetro, com o tronco
atingindo 2.5 a 5.0 cm de didmetro nas regides 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, rasmarinioides a ericoides, base
arredondada a auriculada as vezes ligeiramente atenuada, apice obtuso a pouco arredondado,
raramente pouco agudo, margem revoluta; venacdo broquiddédroma; nervura principal
alargada afinando da base para o apice; inflorescéncia em glomérulos simples folhosos,
geralmente congestos e hemisféricos; flores com coloracdo variando do lilas a purpura,
medindo 8.0 a 10.0 mm de comprimento; aquénio obconico a oval cilindrico, glabro,
glanduloso olivaceo a castanho, com 1.5 a 3.0 mm de comprimento e 0.8 a 1.5 mm de
diametro (SEMIR 1991; SEMIR et al., 2011) (FIGURAS 1 e 2).

Com relacdo aos aspectos vegetativos, reprodutivos e de disperséo
dos frutos, caracteriza-se como uma planta semidecidua e tolerante ao estresse, com
tendéncias a uma floracdo nao sazonal e intermitente, com brotacdo e frutificacdo durante
todo 0 ano (GARCIA, 2007).
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Figura 1. A esquerda, individuo jovem e, & direita, individuo adulto de Lychnophora

h o e /"‘. _
*Fotos: Paulo Sérgio Siberti da Silva (2012).

Figura 2. A esquerda, glomérulos de Lychnophora pinaster com aquénios sem o papus
interno e, a direita, aquénios sem papus interno.

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

3.4.4. Estudos das Atividades Bioldgicas de Lychnophora pinaster

Bioensaios realizados com extratos L. pinaster comprovaram sua
eficacia tripanocida. Foi verificado que seu extrato etandlico, proveniente da parte aérea,
eliminou em 100% cepas Y tripomastigota de T. cruzi (CHIARI et al., 1996). Outro
componente tripanocida anteriormente identificado no extrato etandlico de L. pinaster foi a
lactona sesquiterpénica 15-deoxi-goiasensolido (DUARTE et al., 1993), cuja eficacia ja
havia sido comprovada previamente (CHIARI et al., 1991). Eliminacdo 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 pg/mL), de onde foram identificados os compostos fenolicos acido caféico, vitexina,
isovitexina, quercetina e acido isoclorogénico (SILVEIRA et al., 2005a).

Estudo identificou pela primeira vez no extrato hexanico da parte
aérea de L. pinaster um composto relacionado ao cariofileno, denominado &cido
lychnophoico (OLIVEIRA et al., 1996) — mais tarde classificado por Silveira et al. (2005b)
como &cido E-lichnoférico-, capaz de inibir em 50% o crescimento das cepas CL e Y de T.
cruzi. Nas concentragdes de 5.68, 6.48 e 13.86 ug/mL a eficacia do acido E-lichnoforico e
de seus derivados éster e alcool em controlar as tripomastigota chegou em 100%
(ALCANTARA et al., 2005). Do extrato hexanico/diclorometanico das folhas de L. pinaster
também foi isolado o triterpeno pentaciclico a-amirina, que junto aos extratos apolares do
caule e das folhas, apresentou acdo antibacteriana contra Staphylococcus aureus (ABREU
et al., 2011), uma bactéria virulenta que pode ser fatal (SHORR, 2007).

Foram comprovadas as atividades anti-inflamatoria e
antinociceptiva do extrato etandlico da parte aérea da espécie (GUZZO et al., 2008).
Posteriormente, atividade anti-inflamatéria dos extratos e de compostos isolados dos
extratos de L. pinaster foi investigada através de aplicacdo transdermal via fonoforese em
patas de ratos com significativa degeneracdo das fibras musculares (ABREU et al., 2013),
onde observou-se ap6s injuria, que o0 extrato hexanico exerceu moderada atividade anti-
inflamaroria ap6s 72h da aplicacdo, ao passo gque o extrato aquoso reduziu drasticamente no
mesmo periodo o processo inflamatdrio, comparando-se ao tratamento com dexametasona,
uma potente droga anti-inflamatéria (GUZZO et al., 1996; CUPOLILO et al., 2007). O
mesmo foi verificado para o flavondide quercetina, o triterpeno lupeol, uma mistura de a-
amirina e lupeol e a mistura dos esterdides estigmasterol e sitosterol, todos isolados do
extrato hexanico da planta; justificando o uso tradicional da espécie.

Ensaio de letalidade com o microcrustaceo Artemia salina comprovou que 0 extrato
etandlico das folhas de L. pinaster apresenta baixa letalidade (LCso = 678.73 pg mL-1)
(FERRAZ-FILHA et al., 2012) - testes de toxicidade séo elaborados com os objetivos de
avaliar ou prever os efeitos tdxicos nos sistemas bioldgicos e dimensionar a toxicidade
relativa das substancias (FORBES e FORBES, 1994) -, apontando para uma possivel agao
toxica seletiva dos compostos com potencial atividade farmacologica. Desta forma, até o
presente momento, as principais atividades bioldgicas de L. pinaster podem ser atribuidas

aos metabolitos especializados dispostos na Tabela 1.



Tabela 1: Substancias identificadas nos extratos de Lychnophora pinaster cujas atividades bioldgicas sdo descritas em literatura.

Massa

Substancia Classe Formula molecular Extrato Parte da At.'v',da.‘de Referéncia
Molecular (Da) Planta Bioldgica
15-deoxi-goiazensolido etanolico  parte aérea tripanocida; Duarte et al. (1993)
LS C19H2006 344 antibacteriana Chiari et al. (1991)
Keles et al. (2011)
acido cafeico FE CoHs04 180 aquoso  parteaérea tripanocida
acido isoclorogénico FE C16H1809 354 qu P P Silveira et al. (2005a)
vitexina FLA  C21H20010 432
isovitexina FLA  CaH20010 432
- . - hexanico  parte aérea tripanocida Oliveira et al. (1996)
acido E-lichnoforico ST C15H2202 254 Alcantara et al. (2005)
o-amirina TR CaoHs00 426 hexanico parte aérea/
quercetina FOL  CisHi007 302 / antibacteriana
lupeol TRl CaHsO 426 aquoso/ folhas i inflamateria  Aorev etal. (2011)
up 307750 etandlico Abreu et al. (2013)
estigmasterol EST C29H1g0 412
sitosterol EST C29H500 414
friedelina anti-inflamatéria  Silveira et al. (2005a)
TRI C3oH500 426 aquoso analgésica Antonisamy et al. (2011)

antipirética

LS= lactona sesquiterpénica; FE= fenilpropandide; FLA= flavona; ST= sesquiterpeno; TRI= triterpeno; FOL= flavonol; EST= esteroide.

20



21

3.5. Metabolismo Especializado Vegetal

Todas as substdncias citadas (Secdo 3.4.4) fazem parte do
metabolismo especializado vegetal, também denominado de metabolismo secundario. No
reino vegetal, metabolitos especializados sdo compostos que estdo presentes em algumas
espeécies vegetais e ndo estdo presentes em outras e, logicamente, ndo estdo envolvidos no
metabolismo béasico (metabolismo primario) que opera em todas as plantas (PICHERSKY e
LEWINSOHN, 2011).

A habilidade das plantas de sintetizarem estes metabdlitos é
resultado de um processo evolutivo, onde diferentes funcdes foram adquiridas pelos
compostos para atenderem as necessidades especificas de diferentes unidades taxondmicas.
Estima-se que 15 a 25% dos genes do genoma vegetal sdo responsaveis por codificacdo de
enzimas para o metabolismo especializado (BEVAN et al., 1998; SOMERVILLE e
SOMERVILLE, 1999).

Através do surgimento de novas enzimas por mutacdo, alta
diversidade estrutural de compostos pode ter surgido no metabolismo especializado. Em
muitos casos, parece que sua evolugdo em plantas pode ter sido resultado de uma evolucéo
convergente, 0 que explicaria o aparecimento dos mesmos compostos quimicos, com a
mesma funcdo, em espécies diferentes. Como exemplo, temos o caso dos flavondis e das
flavonas, que sdo sintetizadas pela acdo de duas flavonas sintase (FNS), uma pertencente a
familia OGD (oxoglutarate-dependent dioxygenase) (FNSI), encontrada em Petroselinum
crispum (Mill.) Mansf. (Apiaceae), ao passo que em muitas outras familias, a enzima que
cataliza a mesma reacdo € pertencente a familia das proteinas citocromos P450 (FNSII)
(TANAKA et al., 2008). Relacionado a este ultimo caso, é comprovado que para a flavona
apigenina, a sintese é controlada por genes ndo relacionados em linhagens distintas
(PICHERSKY e LEWINSOHN, 2011).

Geralmente em alta diversidade estrutural em nivel de espécie,
metabolitos especializados podem estar presentes no organismo vegetal no estado ativo
(como defesas constitutivas) ou como pré-drogas (como defesas indutivas), que se tornam
ativas apos o ferimento ou a infeccéo por patogenos (exemplo: fitoalexinas) (WINK, 2003).
Também servem como fragrancias ou atrativos para polinizadores (exemplo: monoterpenos,
antocianinas coloridas ou carotenoides em flores), podem apresentar funcées fisioldgicas

importantes (exemplo: flavonoides, que atuam como protetores UV) (WINK, 2003), ou
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mesmo servir como mediadores de interagdes bioquimicas interespecificas, contribuindo
para a evolugdo de estratégias competitivas (exemplo: aleloquimicos).

Estes metabdlitos, portanto, séo o resultado da adaptacao vegetal aos
diferentes nichos ecoldgicos, conferindo as plantas aumento do fitness devido producdo de
um conjunto de metabdlitos apropriados para seu ambiente (PICHERSKY e LEWINSOHN,
2011). Torna-se razoavel esperar que, em alguns casos, metabolitos especializados
produzidos por vegetais possam alterar outros componentes do ecossistema, que dirigem
processos ¢ interagdes fundamentais, que determinam, por fim, a natureza de sua

comunidade (WARDLE et al., 1998).

3.5.1. Oleos Essenciais

Os Oleos essenciais sdo misturas complexas de metabdlitos
especializados volateis, lipofilicas, geralmente liquidas e odoriferas obtidas de partes de
plantas via destilagdo por arraste com vapor d’agua ou por espressao dos pericarpos de frutos
citricos (SIMOES e SPITZER, 2003). Amplamente utilizados na industria, tanto na area
farmacéutica quanto nas areas alimenticia, cosmética, na producdo de aromas e fragrancias
e na agroindustria (MACTAVISH e HARRIS, 2002; BIZZO et al, 2009), s&o constituidos
por diferentes classes de substancias organicas, como os fenilpropandides e os terpenos.

Nos Oleos essenciais, monoterpenos e sesquiterpenos sdo 0S mais
abundantes e sua producdo varia em funcdo do compartimento celular e da rota biossintética.
A formacdo 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 fenilpropandides, a rota de producdo ocorre
exclusivamente no citoplasma (WINKEL-SHIRLEY, 1999) através da via do acido
chiquimico, cujo precursor origina 0s aminoacidos aromaticos tirosina, triptofano e
fenilalanina. A acéo da enzima fenilalanina amonia liase (PAL) sobre a fenilalanina origina
0 acido cindmico, que por meio de reducbes enziméaticas d& origem aos derivados
fenilpropenos (LORENZO et al., 2002; JAKIEMIU, 2008; MARQUES et al., 2012). Estes
metabolitos, através de varios eventos de cascata, sdo amplificados pela combinacdo de
varias superfamilias de enzimas redutases, oxigenases e transferases, cuja expressdo €

regulada em funcdo do 6rgéo e de fatores bidticos e abiodticos (VOGT, 2010).
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Assim como os demais metabdlitos especializados, éleos essenciais
nédo apresentam funcéo direta no crescimento e no desenvolvimento do vegetal, mas atuam
principalmente na competicdo ou na simbiose entre plantas e organismos, na atracdo de
polinizadores, na protecdo contra infeccdo por patdégenos ou na protecdo contra herbivoria
(TAIZ e ZEIGER, 2009).

3.5.1.1. Fatores Genéticos e Ambientais e a Producéo dos Oleos

Essenciais

Cada espécie botanica produz um dleo essencial de composicdo
quimica caracteristica e apesar de sua producdo 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
bioquimicos e/ou rotas metabolicas, interferindo na sintese 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, o0 acimulo de 1,8-cineol
no 6leo essencial de Salvia lavandulifolia Vahl., cujo maior acimulo ocorre durante o
florescimento (ALEMANY et al., 2014).

Juntos, sazonalidade e fenologia elevam a importancia da época de
coleta do 0Oleo essencial (0 mesmo para extrato — ver exemplos no topico seguinte), uma vez
que sua composi¢do e quantidade ndo sdo constantes no decorrer do ano e ao longo do ciclo
de vida do vegetal. Para Lavandula angustifélia Mill. (Lamiaceae), a producdo do 6leo
essencial parece ser influenciada por ambos, os fatores fenoldgicos, como o florescimento,
e os fatores ambientais, como chuva e temperatura, existindo evidéncias de que a
temperatura influi na biossintese de linalol (HASSIOTIS et al., 2014). Variagbes no
conteddo do dleo essencial de Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez (Lauraceae)
possivelmente estdo relacionadas a adaptagdo de individuos as condigdes ambientais, bem
como as necessidades da planta ao longo do seu ciclo de vida (AMARAL et al., 2015).

Influéncia dos fatores Ca, K, matéria organica, altitude, temperatura
e textura de solo na producdo do Oleo essencial de Thymus migricus (Lamiaceae) foi
comprovada (YAVARI et al., 2010), bem como correlagdo entre a poluicdo e rendimento do

6leo essencial de Tanacetum vulgare L. (Asteraceae), havendo maior rendimento de 6leo
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essencial e acimulo de B-tujeno (nove vezes mais) em plantas de T. vulgare provenientes de
regides mais poluidas (STEVOVIC et al., 2011).

Quanto ao género Lychnophora, estudo prévio com Lychnophora
ericoides Mart. revelou dependéncia dos componentes do 6leo essencial - monoterpenos,
sesquiterpenos oxigenados e hidrocarbonetos sesquiterpénicos - sobre caracteristicas de solo
(CURADO et al., 2006). Para Lychnophora salicifolia Mart., existe correlagdo entre
acumulo dos metabdlitos secundarios e os fatores altitude, latitude e longitude (GOUVEA
etal., 2012).

O padrdo de variagdo geografica na composicao do 6leo essencial de
Hyptis suaveolens (L.) Poit. (Lamiaceae) sugere que hidrocarbonetos monoterpénicos sejam
produzidos, principalmente, por plantas localizadas em regido de maior latitude e altitude
independente da fase de crescimento (OLIVEIRA et al., 2005). A diversificacdo quimica de
metabdlitos especializados em funcdo da localidade também é documentada para
representantes de Icacinaceae, cuja producdo de sesquiterpenos parece acompanhar uma
transicdo entre sitios de origem de espécies na América Latina (KAPLAN et al., 1991).
Gradiente similar é o observado para 0s monoterpenos oxigenados de espécimes de
Baccharis trimera (Less.) DC. (Asteraceae) distribuidos desde o Cerrado brasileiro até
Argentina (SILVA et al., 2007).

3.5.2. Extratos Vegetais: Definicdo e Uso

Por definicdo da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010), extrato €
um preparado de consisténcia liquida, sélida ou intermediaria obtido a partir de material
animal ou vegetal, sendo preparado por percolacdo, maceracao ou outro método adequado e
validado, utilizando como solvente alcool etilico, gua ou outro solvente adequado.

Recentemente desenvolvidos, produtos cujas formulagdes contém
extratos vegetais sdo 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 industria alimenticia
(NESTEC SA, 2014).

Substancias como a hinoquinina, quercetina e o acido clorogénico,

por exemplo, sdo encontradas em extratos de espécies vegetais, como: Hydrocotyle
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leucocephala Cham. & Schitdl. (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 biologicas importantes sob o ponto de vista
medicinal (FRANCA et al., 2005; KOSHIRO et al., 2007; SULTANA e ANWAR, 2008;
GIORGI et al., 2010; MULLER et al., 2015). A hinoquinina é uma lignana cujas atividades
tripanocida, imunomodulatérias, anti-inflamatoria e anti-genotoxica 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, citotdxica, anti-inflamatdria, hepatoprotetora e anti-cancer (TAPAS et al.,
2008; JOSHI et al., 2011; VEVERKA et al., 2015). Alguns exemplos das atividades
biolégicas do acido clorogénico sdo: antioxidante, inibidor da formacdo de compostos
mutagénicos e inibidor de danos no DNA in vitro (CASTELLUCCIO et al., 1995; KONO
etal., 1995; SHIBATA et al., 1999; KASAI et al., 2000).

3.5.2.1. Fatores que Influenciam na Composi¢do Quimica de

Extratos Vegetais

Como apresentados em alguns exemplos, assim como 0s 0Oleos
essenciais, a composi¢do quimica dos extratos vegetais pode ser influenciada por varios
fatores, que inclusive, podem alterar suas atividades bioldgicas. Investigacdes quimicas dos
extratos de vérias populacfes de Capparis orientalis Veill. e C. sicula Veill. ssp. Sicula
(Capparaceae) demonstraram existir diferengas quanto ao acumulo de vitamina E, y-
sitosterol, &cido palmitico, substancias fendlicas, entre outros, em funcéo da espécie e das
populacbes, bem como a existéncia de variagfes quanto a atividade antioxidante entre o0s
extratos das populacGes, podendo isso estar associado a composic¢do de solo, geografia,
altitude e exposicéo solar (CONFORTI et al., 2011).

Muiller et al. (2015) constataram maior acimulo de hinoquinina em
extratos do caule de H. leucocephala quando comparado aos extratos de outros érgdos do
vegetal, bem como maior producdo da substancia em funcgéo de radiacdo UV-B, sugerindo
que a mesma contribui para a estabilizacao das paredes celulares do caule, conferindo maior
estabilidade estrutural e resisténcia aos fatores ambientais. Também foi constatado por

Mdiller et al. (2015) maior acumulo 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 (radiacdo fotossintética
ativa), o que pode estar relacionado a habilidade destas substancias em eliminar espécies
reativas de oxigénio e de participarem do processo de aclimatacdo vegetal aos diferentes
regimes de luz. Aumento do acumulo de compostos fendlicos apos exposicdo a radiagdo UV-
B também foi comprovado por Kondo e Kawashima (2000).

Influéncia da altitude e da radiagcdo também podem causar alteraces
da propriedade antioxidante e modificar a composi¢do quimica do extrato de A. collina. Em
local com maior altitude (e, consequentemente de radiacdo), por exemplo, plantas da espécie
acumularam nas folhas maior quantidade de acidos fenolicos, em particular do acido
clorogénico e, consequentemente, maior atividade antioxidante do que plantas crescidas em
local com menor altitude, sugerindo a participacao destes compostos no processo de protecao
vegetal contra danos oxidativos causados por fatores de estresse relacionados a altitude
(GIORGI et al., 2010).

Niveis significantes de variacdo na composicao do extrato de folhas
maduras de fendtipos quimicos de uma populacdo de Quararibea asterolepsis Pitt.
(Malvaceae) em funcdo de diferentes escalas espaciais (dois locais de coleta), fontes de
variacdo ambiental (clareiras e sub-bosques) e do desenvolvimento de espécimes (individuos
juvenis e adultos) foram verificados (BRENES-ARGUEDAS e COLEY, 2005). O principal
grupo de metabolitos responsavel pela diferenca dos espécimes entre os locais de coleta
respondeu as mudancgas quanto a disponibilidade de luz, sendo acumulados em maior
proporcdo em plantas de clareiras do que aquelas presentes em sub-bosques, ao passo que
individuos juvenis também apresentaram maior acimulo destes metabdlitos.

Além disso, o fato de individuos jovens vegetais apresentarem maior
acumulo de metabolitos em comparacdo aos adultos € consistente com a hipotese de que
defesas sdo alocadas preferencialmente em funcdo dos estadios ou estruturas consideradas
mais vulneraveis ou valiosas (McKEY, 1979; RHOADES, 1979).

3.6. Marcadores Moleculares

Quando o objetivo € a efetiva conservacdo, manejo e a utilizacdo
eficiente dos recursos genéticos vegetais, ter o conhecimento da base molecular dos
fendmenos bioldgicos torna-se crucial (MONDINI et al., 2009), sendo, para isto, utilizados

0s marcadores moleculares.
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Os marcadores moleculares podem ser definidos como locos
genéticos que podem ser facilmente rastreados e quantificados em uma populacgao, podendo
estar associados com um gene em particular ou um traco de interesse (HAYWARD et al.,
2015). Este tipo de marcador proporciona a deteccdo de gendtipos superiores, 0 acesso a
diversidade genética dentro de cultivares e germoplastmas, o0 exame da genética de espécies
ameacadas de extincdo, a realizacdo de andlises de sistemas de cruzamento, de eventos
gargalos e analises de outras caracteristicas que podem afetar os padrdes 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 € cada vez mais frequente e baseia-se na ocorréncia natural de polimorfismos
no DNA (KUMAR et al., 2009; JINGURA e KAMUSOKO, 2015). O seu uso é o0 meio mais
efetivo para o entendimento da base da diversidade genética (de VICENTE e FULTON,
2003).

Entre as vantagens da utilizacdo dos marcadores moleculares, estéo
a obtencédo de polimorfismos genéticos, identificacdo direta do gendtipo sem a influéncia do
seu ambiente, possibilidade de deteccédo de polimorfismos independente do status fenolégico
da planta e, no caso de marcadores codominantes, possibilidade de gerar maior quantidade
de informacéo genética por loco (FALEIRO, 2007).

Com a descoberta da técnica de Reacao de Polimerizacdo 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 replicacdo enzimatica do DNA em laboratorio a
partir de pequenos fragmentos sintéticos de nucleotideos, denominados primers,
complementares as sequéncias especificas que flanqueiam a regido-alvo a ser amplificada
(COUTINHO et al., 2006; SARTORETTO e FARIAS, 2010). Em todos os casos, a
amplificagdo do DNA via PCR ir4 produzir multiplas bandas que servirdo para indicar a

presenca ou auséncia de variagdo entre individuos (SCHLOTTERER, 2004).
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Marcadores codominantes, como RFLP, CAPS, SSCP e os
microssatélites permitem fazer distingdo 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 sdo formados por
sequéncias curtas de 1-6 bases nitrogenadas repetidas em “tandem” (ANTIQUEIRA, 2013).
Codominantes, multialélicos em uma populacéo e bialélicos em um individuo, constituem
fracdo consideravel do DNA ndo-codificante e sdo menos encontrados em regides
codificadoras de proteinas (YOU-CHUN et al., 2002; WAN et al., 2004; MIAH et al., 2013),
representando regides instaveis do genoma distribuidas aleatoriamente (ANTIQUEIRA,
2013). Podem ser encontrados tanto em eucariotos como em procariotos.

Marcadores microssatélites tém sido amplamente utilizados em
estudos de genética de populacBes 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 frequéncia € negativamente correlacionada ao
tamanho do genoma (MORGANTE et al., 2002) e podem ser classificados como repeti¢des
mono-, di-, tri-, tetra- e hexanucleotidicas (WANG et al., 2009; MIAH et al., 2013). De
acordo com o tipo de sequéncia repetitiva podem ser: perfeitos, sem interrupcdes na
sequéncia, e.g., (AT)20; imperfeitos, quando existe interrupcdo por diferentes nucleotideos
que alteram o padrdo do motivo repetitivo, por exemplo, (AT)12GC(AT)s; e compostos, onde
existem dois ou mais motivos in tandem, por exemplo, (AT)7(GC)s (HOSHINO et al., 2012).
Em humanos e mamiferos, a repeticdo mais abundantes é a do dinucleotideo CA, ao passo
que em plantas sdo os motivos AT/TA (KALIA et al., 2011).

A alta variacgdo genética em muitos locos microssatélites caracteriza-
se pela alta heterozigosidade e presenca de alelos multiplos e, por ser um marcador
seletivamente neutro, o grau de polimorfismo dos microssatélites é proporcional a taxa de
mutac&o, que € estimada ser de 102 a 10 por geracdo (ELLEGREN, 2004; MIAH et al.,
2013). As mutacOes podem ser explicadas por erros durante a recombinagéo, crossing-over
desigual e slippage (escorregamento) da polimerase durante recombinagcdo ou reparo
(OLIVEIRA et al., 2006).
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Quanto a origem, € sugerido que microssatélites podem surgir
espontaneamente através de eventos de inser¢fes ou dele¢es que duplicam as sequéncias
adjacentes, inicialmente formando proto-microssatélites ou através de elementos
transponiveis, que inserem formas primitivas de microssatélites em localizacGes receptivas
do genoma (ZHU et al., 2000; WILDER e HOLLOCHER, 2001; KALIA et al., 2011).

A amplificacdo dos microssateélites é feita por primers ou iniciadores
especificos, que complementam as regides 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
sdo facil deteccdo pela reacdo de cadeia da polimerase (PCR), alto nivel de diversidade
alélica, natureza multialélica, codominancia, alto nivel de polimorfismo intraespecifico no
loco, relativa abundancia, cobertura extensiva do genoma (incluindo genomas organelares),
alto rendimento na genotipagem, praticidade na integragdo e na comparacdo 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 sdo extensivamente utilizados em mapeamento
genético e populacionais, bem como no estudo de inimeras questdes bioldgicas, desde nivel
individual, de familia, populacional até de espécie (BUSCHIAZZO e GEMMELL, 2006). A
codominancia e o elevado polimorfismo, por exemplo, fazem dos microssatélites ideais para
estudos de sistemas de cruzamento em populacgdes, auxiliando na determinacdo da origem
do poélen e do quanto de fecundacdo cruzada ou autofecundacdo ocorrem
intrapopulacionalmente, possibilitando ao pesquisador elaborar estratégias in situ e ex situ
de conservacdo (HOSBINO et al., 2002).

A enorme diversidade alélica destes marcadores também
proporciona caracterizacdo acurada de individuos, bem como o monitoramento, ao longo
das geracdes, da transmissao de genes, acelerando 0 progresso na estimativa de parametros
geneéticos (CHASE et al.,1996).

Microssatélites também sdo utilizados para acessar a variagdo
genética em colecBes de germoplasma para escolha de genitores em cruzamentos, no
mapeamento e marcacdo de genes, mapeamento de genoma, estudos de estrutura

populacional e de relacGes filogenéticas (KALIA et al., 2011).



30

3.7. Diversidade Genética

Aplicando das Leis de Mendel e de outros principios genéticos em
nivel de populagdes inteiras de organismos, estudos de genética de populagdes buscam
descrever as frequéncias alélicas, genotipicas e os fatores que influenciam nestas
frequéncias. A combinacdo de dados moleculares com conjuntos de dados ambientais,
bioldgicos e ecoldgicos em abordagens multidisciplinares permitem uma visdo mais
compreensiva dos processos evolucionarios que afetam as populagdes, tais como a deriva
genética e a sele¢do natural (HABEL et al., 2015).

Com este tipo de estudos também ¢é possivel ter o entendimento da
extensdo e distribuicao da diversidade genética, essencial para adotar estratégias efetivas de
conservacao (RAO e HODGKIN, 2002). A diversidade genética € a variagdo de alelos ou
genotipos em um grupo de estudo e é frequentemente descrita através do polimorfismo
(presenca em uma espécie de dois ou mais alelos em um loco, onde o alelo mais comum tem
frequéncia 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 definicdo, a heterozigosidade observada (Ho) é a propor¢édo
observada de heterozigotos e a heterozigosidade esperada em equilibrio de Hardy-Weinberg
(He), também conhecida como diversidade génica (D), a propor¢do esperada de
heterozigotos levando em conta a premissa de cruzamento aleatério (ALLENDORF e
LUIKART, 2007). Paraum Gnico loco, Hg = 1 — }i; pZ, onde pi é a frequéncia do i-ésimo

alelo dos n alelos em um loco e Hy =1 — Y p.., onde pii € a frequéncia observada de

i’
gendtipos homozigotos do alelo i.

Em uma populacdo x para multiplos locos, dados médios de He e Ho
sdo a média aritmetica sobre todos os locos e as divergéncias entre Ho e He podem ser
utilizadas para inferir sobre a dindmica populacional (por exemplo, excesso ou deficiéncia
de heterozigotos na populagéo).

Como o numero de alelos é altamente dependente do tamanho
amostral (e.g. em maiores subpopulagdes espera-se maior quantidade de alelos) e resultados
da comparagéo entre amostras de diferentes tamanhos podem ser viesados (ALLENDORF e

LUIKART, 2007), o calculo da riqueza alélica utilizando rarefacdo (Ra) € 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
génico pode ser direcionado entre subpopulacGes. Em niveis suficientes, o fluxo génico
tende a homogeneizar as frequéncias alélicas (ELLSTRAND, 2014), mantendo o
polimorfismo e a diversidade genética; o que consequentemente, exerce efeito na estrutura
populacional.

O fluxo génico pode ser quantificado via métodos indiretos e diretos,
sendo os diretos via corantes, marcadores morfoldgicos e anélise de paternidade e os
indiretos via o Fsr, alelos privados, autocorrelagao espacial e coalescéncia (ZUCCHlI, 2002).

Através do Fsr, por exemplo, 0 nimero de migrantes por geragao ou
2
Fst

fluxo génico aparente (Nm) (WRIGHT, 1951) é Nm = i( — 1), onde m é a taxa de

migracao, N o tamanho populacional, Nm o nimero de migrantes/geracao e Fst a proporcao
da variancia genética total contida em uma subpopulacdo (S) em relacdo ao da variancia
genética total (T) (MALLET, 2001).

Através da mutacdo também pode ocorrer ganho de diversidade
genética (AMOS e HARWOOD, 1998; YANG et al., 2015). Este fator gera continuamente
variacdo genética, mas a nova mutagdo persistirda somente se for benéfica ao individuo
(WRIGHT, 2005).

Em Gltima analise, todos os alelos em todos os locos presentes em
qualquer populacdo surgiram como mutacdes (JOHNSTON, 2001) e trés sdao os modelos
propostos para explicar o papel da mutacao na evolucao de marcadores moleculares, o 1AM
(Infinitive Alleles Model) (KIMURA e CROW, 1964), 0 SMM (Stepwise Mutation Model)
(KIMURA e OHTA, 1978) e 0 TPM (Two-Phase Model) (DI RIENZO et al., 1994). O IAM
assume que cada novo alelo mutante é considerado diferente daquele que ja existe na
populacdo (TAJIMA, 1996). No SMM, um novo alelo (microssatélite) tem origem a partir
do momento em que ocorre 0 ganho ou a perda de uma repeticdo (SAINUDIIN et al., 2004),
ao passo que no TPM as mutagdes podem introduzir perda ou ganho de maltiplas unidades
de repeticdo, sendo o mais apropriado para microssatélites.

Mutacéo e fluxo génico podem garantir o processo evolucionario de
populacdes ou espécies, conferindo aos individuos habilidade de responder as ameacas de
doencas, predadores, parasitas e mudangas ambientais (AMOS e HARWOOD, 1998). Uma

vez que as diferengas no gendtipo conferem aos individuos capacidades de sobrevivéncia e
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reproducdo diferenciais, atraves da selecdo natural os alelos que aumentam o fitness
aumentam gradualmente em frequéncia de geracdo a geracdo (HARTL e CLARK, 2010).

Em contrapartida, a deriva genética pode resultar em diminuicdo da
diversidade genética dentro de populacdes e aumento de diferenciacdo interpopulacional
(COLE, 2003; HUANG et al., 2009b), tratando-se de uma flutuacdo aleatoria das
frequéncias alélicas, que pode levar a fixagdo (homozigose) e consequente reducdo do
potencial evolucionario, principalmente, de populacdes pequenas (FRANKHAM, et al.,
2004).

O sistema de cruzamento, a distribuicdo espacial e os fatores
demograficos também devem ser considerados importantes no processo de distribuicdo da
variacdo genética. O efeito gargalo, por exemplo, faz que uma populacao seja descendente

de poucos antecedentes, gerando perda de diversidade genética.

3.8. Estrutura Genética Populacional

A estrutura populacional é caracterizada pelo ndmero de
subpopulacdes intrinsecas a populagdo, bem como pela frequéncia dos diferentes alelos em
cada subpopulacéo e o grau de isolamento genético destas (CHAKRABORTY, 1993). Trata-
se, portanto, do desenvolvimento de uma distribuicdo ndo aleatéria dos alelos em uma dada
escala espacial que é resultante da dispersdo limitada de individuos, da selecdo, deriva
genética e do historico da populacdo (ALBERTO et al., 2005).

Os efeitos do cruzamento ndo aleatério sobre as frequéncias
genotipicas podem ser medidos pela comparacdo da frequéncia esperada de heterozigotos
em equilibrio HW (He) com a observada (Ho) através do indice de fixagdo (F), onde F =
Hg—H,

. Este indice compara quanto de heterozigosidade estd presente em uma atual
E

subpopulacdo relativo aos niveis esperados de heterozigosidade levando em conta
cruzamento ao acaso (HAMILTON, 2009).

Valores de F variam entre uma escala de +1 a -1 e valores proximos
a +1 indicam excesso de homozigotos e de -1 excesso de heterozigotos.

As extensdes de F séo as estimativas Fis, Fst e Fit e sdo conhecidas
como Estatisticas-F ou Indices de Fixacdo de Wright (WRIGHT, 1951, 1965). Elas podem
ser utilizadas para o estudo de casos mais complexos, envolvendo multiplas subpopulag6es,

onde existem desvios das frequéncias esperadas de heterozigotos em nivel inter e
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intrasubpopulacional, devido & estrutura populacional e cruzamento ndo aleatorio,
respectivamente (HAMILTON, 2009). Estes parametros sdo os mais amplamente utilizados
para descrever estrutura populacional.

Através do Fis é possivel caracterizar o nivel medio de endogamia

Hg—Hj

relativo as subpopulacdes (coeficiente de endogamia), sendo Fig = — onde Hs é a
S

heterozigosidade média esperada das subpopulac¢des assumindo cruzamento aleatdrio dentro
de cada subpopulacdo e H, a heterozigosidade média observada das subpopulagdes

(HAMILTON, 2009). Com o Fst estima-se o coeficiente de engodamia devido a

Ht—Hsg

diferenciacéo entre as subpopulacdes em relacédo a populacgéo total, sendo Fgp = , onde

Hr é a heterozigosidade esperada da populacéo total assumindo cruzamento ao acaso dentro
das subpopulacbes e nenhuma divergéncia das frequéncias alélicas entre subpopulacdes,
sendo Hy = 2pq, onde pg sdo as frequéncias alélicas médias para todas as subpopulacdes
(HAMILTON, 2009).

Amplitudes do Fst podem ser classificadas em diferentes formas,
implicando em diferentes consequéncias bioldgicas para a espécie quanto a estruturacdo
genética. Segundo Wright (1978), um valor de Fst variando de 0 a 0.05 é indicativo de
pequena diferenciacdo genética, entre 0.05 a 0.15 é um indicativo de ocorréncia de
moderada diferenciacdo genética, entre 0.15 a 0.25 a diferenciacdo genética pode ser
considerada grande, ao passo que valores de Fst acima de 0.25 séo resultados de uma

diferenciacdo genética muito grande entre subpopulacdes.

Ht—Hj
Hrt

Com o Firestima-se o coeficiente de fixacdo total, onde Fir =

referindo-se aos individuos em relacdo a populacdo total (HAMILTON, 2009). As
estatisticas Fis, Fst e Fir sdo medidas analogas as estimativas f, 6 ¢ o F de Weir e Cockerham
(1984).

Com base na estatistica bayesiana levando em conta o método
MCMC (Monte Carlo via cadeias de Markov), pacotes estatisticos, como, por exemplo, o
STRUCTURE (PRITCHARD et al., 2000) também séo utilizados para o estudo de estrutura

populacional, atribuicdo de individuos a populacdes e identificacdo de migrantes.
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4. MATERIAL E METODOS

Este tépico é dividido em trés secBes, referentes as metodologias do
estudo genético (biologia molecular) (se¢do 4.1.), estudo de composi¢do quimica dos 6leos
essenciais e extratos (secdo 4.2.) e estudo in vitro da atividade tripanocida dos Gleos
essenciais e extratos de L. pinaster (secdo 4.3.).

A Figura 3 mostra um mapa geral dos procedimentos metodoldgicos
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 composi¢do quimica dos
6leos essenciais; as caixas em rosa, 0 esquema geral do estudo de composicdo quimica dos
extratos; e as caixas em laranjado, o esquema geral do estudo da atividade tripanocida in

vitro dos 6leos essenciais e dos extratos de L. pinaster.



Figura 3. Mapa geral dos procedimentos metodoldgicos 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 populagdes naturais de L. pinaster distribuidas ao longo das regides sul e sudeste do
Estado de Minas Gerais (FIGURA 4) denominadas de Poco Bonito (PB); Serra do Sofa (SS);
Serra da Arnica (SA); Serra do Salto (SSa); Serra Branca (SB); Areia Branca (AB) e Ouro

Branco (OB). A distancia entre populacdes variou de no minimo, aproximadamente, 1.6 km

entre as populacGes SB e AB, e no maximo, aproximadamente, 152 km entre OB e as

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

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

Figura 4. As sete populagdes de Lychnophora pinaster utilizadas. Destacadas em laranja as
populaces (OB, AB, SSa) coletadas para o estudo de composicdo quimica dos Oleos

essenciais e extratos.
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Tabela 2. Origem e dados de coleta das populagdes nativas de Lychnophora pinaster, Minas Gerais, Brasil.
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NUmero Localidade Posi¢do Geografica Numero do
Nome da populacdo Sigla de IReqi3 Latitude (S)  Longitude (W) Altitude (m) Voucher
R gido
individuos
Poco Bonito PB 20 Ingai-Lavras/Sul 21°20'03.6" 44°58'20.5" 1044 UEC 167209
Serra do Sofa SS 28 Ingai-ltumirim/Sul 21°21'30.4" 44°51'31.4" 940 UEC 167208
Serra da Arnica AS 25 Luminarias-Ingai/Sul 21°26°40.56” 44°56°29.9” 1055 UEC 179320
Serra do Salto SSa 25 Carrancas/Sul 21°26°55.25” 44°38°17.54” 1292 UEC 179322
Serra Branca SB 25 Carrancas/Sul 21°26°44.96” 44°35°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 ndmero de individuos coletados variou por populagdo (TABELA
2). Cada individuo foi etiquetado e dele foram obtidas as respectivas coordenadas
geograficas (ANEXO). As folhas de L. pinaster coletadas foram armazenadas,
individualmente, em tubos Falcon (50 mL) contendo silica-gel e conduzidas ao Laboratorio
de Biologia Molecular do Centro de P&D de Recursos Genéticos Vegetais do Instituto
Agronémico, Campinas - SP, onde foram armazenadas a -80°C até extracdo do DNA.

Foram preparadas exsicatas das sete populacdes amostradas e
depositadas no herbario da Universidade Estadual de Campinas (TABELA 2). A
identificacdo boténica da espécie foi feita pelo Prof. Dr. Jodo Semir do Instituto de Biologia
da Universidade Estadual de Campinas, especialista no género Lychnophora.

4.1.2. Extracdo e quantificacdo de DNA

A extracdo de DNA dos 186 individuos de L. pinaster foi feita a
partir de 10 mg de material vegetal, previamente triturado em nitrogénio liquido, momentos
antes de inciar o procedimento de extracdo do DNA, utilizando protocolo CTAB (DOYLE
e DOYLE, 1990), com modificagdes, conforme a seguir.

Em tubos de 2 mL identificados para cada individuo foi colocado o
material vegetal triturado e adicionados 1 mL de tampédo de extracdo CTAB 2%, pré-
aquecido a 65°C, contendo: agua Milli-Q (g.s.p.); TRIS (tris- (hidroximetil-aminometano))
— HCI pH 8.0 100 mM; NaCl 1.42 M; CTAB (brometo de cetiltrimetilaménio) 2%; EDTA
(acido etileno diamino tetracético) 20 mM pH 8; B-mercaptoetanol 0.2%; PVP
(polivinilpirrolidona) 2%. Os tubos com tampédo de extracdo + DNA foram fechados e
agitados para homogeneizacdo do tecido e, posteriormente, aquecidos em banho-maria
(65°C) por 60 minutos e, agitados a cada 15 minutos.

A mistura foi resfriada em temperatura ambiente, a seguir foram
adicionados 900 uL de cloroformio-isoamilico (24:1), agitando-se levemente os tubos até a
formacdo de uma emulsdo homogénea, sendo, entdo, centrifugados por 5 minutos a 10000
rpm; para a desnaturacdo e precipitacdo das proteinas. O sobrenadante (360 pL) foi
transferido para tubos de 1.5 mL devidamente identificados, adicionando-se, nesta etapa,
500 pL de isopropanol (2-propanol) gelado, misturando levemente até formar um
precipitado. Os tubos foram mantidos a -20°C 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 préximas etapas
constituiram: lavagem do pellet, com a adi¢do de 500 uL de etanol 70% seguida por
centrifugacao durante 7 minutos a 12000 rpm e retirada do sobrenadante; adicdo de 500 uL
de etanol 95% seguida por centrifugacdo durante 7 minutos a 12000 rpm e retirada do
sobrenadante; secagem do pellet em temperatura ambiente; dissolucéo dos pellets utilizando
60 pL de tampao TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM de EDTA, pH 8,0) acrescido de 2 uL. RNAse
(10mg/mL); adicdo das amostras em banho-maria a 37°C 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 a —20° C.

No Laboratdrio de Diversidade Genéetica e Melhoramento da Escola
Superior de Agricultura Luiz de Queiroz da Universidade de Sdo Paulo, Campus de
Piracicaba — SP, foi feita verificacdo das amostras dos DNAs em eletroforese com gel de
agarose 1%, corado com Syber Green®. A visualizagdo da quantificacdo de DNA foi por
meio de um transluminador ultravioleta e a quantificacao realizada por meio de comparagoes
entre o tamanho e a intensidade das bandas do DNA com as bandas de concentracdes
conhecidas de DNA do fago A (12.5, 25, 50, 100 e 200 ng/uL).

Apoés a quantificagdo do DNA extraido, realizou-se diluicdo das
amostras com agua ultra-pura até a concentracao de trabalho, aproximadamente, 5 ng/uL.

4.1.3. Amplificacdo e Determinacéo dos Microssatélites
Treze locos microssatelites descritos e testados durante screening

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

analise oito locos que apresentaram polimorfismo (TABELA 3).



Tabela 3. Marcadores microssatélites utilizados, sequéncia dos
classificacdo do motivo, produto (pb) e n° de acesso no Genbank.
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primers, motivo,

Primer Sequéncia Motivo Classificagao Produto  N°acesso
(pb) no
Genbank
Lpin 4 F: CGG GTC ACATAT TAC TCG CC (AC)s Composto 161 BV722920
R: ATA ATG GGC TCC ACG AAACA  (AG)x interrompido
Lpin 6 F: AGT TCA GCT GTT TAG GGG CA (TA)s Composto 284 BV722922
R: GCT GGA ACC CGT TATTGC TA (AC)1s interrompido
Lpin 9 F: GGT TGG CGA AAG ACA GAG AA  (TAAAA): Composto 268 BV722924
R: CAC AAT CCT AGC CCAACCAC (AAAAG): interrompido
(GA)14
(AAAGG),
Lpin1l F:GCACGGCTG GTC ACTAATCT (TC)us Perfeito 230 BV722926
R: GAAGTT CCATGG CCT ACC AA
Lpin13 F.TTG AAG GCT CAAGGT TTT GG (TC)o Perfeito 296 BV722927
R: CCC ATC GCA CCG AAT AAT AA
Lpin14 F:TAGTGC CAAAGAGCAGCAAA  (CT)z Perfeito 182 BV722928
R: CAA AAA TGG GTC TCT TTT CAT
TTC
Lpin16 CGG TTT GGA CAA AAA GGT GG (TC)7 Composto 179 BV722929
GAT TGG GAG ATT TGG AAG CA (ATTTG)2 interrompido
(TTG)s
(TTG)4
Lpin17 F: AGA ACG AAT CAT ACG GGT GC (ACCTG)2 Composto 179 BV722930
R: CCA AAG AGC AGAAGGATTGC  (AC)u4 interrompido

*Desenvolvido por Harber et al. (2009).

As reacOes de polimerase em cadeia (PCRs) foram realizadas em um
volume final de 20 pL contendo 2 pL de buffer 10X; 1.0 uL de dNTPs 2.5 mM; 0.4 pL de
BSA 25 mM; 0.2 pL de cauda M13 10 mM (CACGACGTTGTAAAACGACQ),
complementar as sondas contendo fluorescéncias IRDye700 e IRDye800; 1 uL de DNA
molde =5ng/uL; 1 uL de Tag DNA polimerase (Invitrogen). Variou-se o volume de primer
10 mM, o volume e a concentracdo de MgCl, (25-50 mM) e, também, variou-se a
temperatura de anelamento (50-52°C) (TABELA 4). O volume final da reacdo foi
completado com &gua ultra-pura.

As amplificacBes foram realizadas em termociclador (Bio-Rad My
Cicler) e, para os primers Lpin 4 a 16, foi utilizada a seguinte programacéo: desnaturacao
inicial a 94°C por 2 min; 32 ciclos de 94°C por 1 min, temperatura apropriada de anelamento
por 1 min, 72°C por 10 min. Para o primer Lpin 17 a programacéo utilizada foi: desnaturagao
inicial a 95°C por 5 min; 10 ciclos de 94°C por 30 s, 50°C por 45 s, 72°C por 45 s; 30 ciclos
de 94°C por 30 min, 40°C por 45 s, 72°C por 45 s, 72°C por 10 min.
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Tabela 4. Condicdes para amplificacdo dos primers. Temperatura de anelamento (TA),
volumes (pL) e concentracdo de MgCl», volume de primers forward (F) e reverse (R), tipo
de fluoréforo (M13) e volume de Tag DNA polimerase utilizados para amplificagcdo dos oito
locos microssatélites utilizados na genotipagem dos 186 individuos de Lychnophora
pinaster.

MgCla F R M13
N° TA (10 mM) (10 mM) (10 mM)
Primer (°C) 25 50
oL mM mM - T — IRDye700 IRDye800

Lpin4d 50 16 X 0.32 0.4 X

Lpin6 50 1.0 X 0.32 0.4 X
Lpin9 52 1.0 X 0.32 0.4 X
Lpin1l 50 1.3 X 0.32 0.4 X

Lpin13 50 1.0 X 0.32 0.4 X
Lpin14 50 1.0 X 0.32 0.4 X

Lpinl6 50 1.0 X 0.32 0.4 X

Lpinl7 50 3.0 X 1.00 1.00 X

*X=na coluna, indica as concentracdes de MgCl> ou o fluoréforo utilizados.

A eletroforese foi feita em genotipador automatico LI-COR DNA
ANALYSERS 4300 (LI-COR®) em gel de poliacrilamida 6.5% pré-aquecido por 30 min.
0.25 pL de um marcador 10 mM contendo fragmentos de 50 a 350 pb marcados com
fluorescéncias IRDye700 e IRDye800 também foi aplicado. Imagens em formato eletronico
dos géis foram geradas automaticamente durante a eletroforese para cada um dos pares de
primers e, posteriormente, as imagens utilizadas para determinac¢do do tamanho dos alelos
obtidos em cada loco através dos programas SAGA LITE e SAGA MX GENERATION
(LICOR®) (mapa metodoldgico FIGURA 3).

4.1.4. Andlises Estatisticas

4.1.4.1. Variabilidade genética

Niveis de diversidade genética dentro e entre popula¢fes foram
descritos pelo célculo dos seguintes parametros: frequéncia alélica, At: numero total de
alelos; A: numero médio de alelos por populacao; Ar: 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 Ar, Ho, He, Ra e Fis

foram estimados para cada populacdo 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 confianca foram obtidos por meio de 1000 reamostragens bootstrap. Como
as populacdes apresentaram tamanhos amostrais diferentes, as estimativas de Ra foram
corrigidas com base no menor tamanho amostral através de rarefacdo (HURLBERT, 1971).
Ta foi estimada conforme procedimento descrito por Weir (1996) e Vencovsky (1994), de

acordo com a equagéo:

(1-)
(1+f)

Ta=1-

Onde Ta = taxa de cruzamento aparente e f = indice de fixacdo da

especie.

O f de Weir e Cockerham (1984) (anélogo ao Fis de Wright) foi
estimado pelo software FSTAT v. 2.9.3.2 (GOUDET, 1995). O teste exato, feito para
verificar se as populacdes aderem as proporcdes do Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE)
e o teste para a deteccdo de desequilibrio de ligacdo (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 iteracdes). Foi aplicada correcdo de Bonferroni (HOLM, 1979) ajustando-se o nivel de

significancia (5%) ao numero 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 6 de Weir e Cockerham (1984) (equivalente ao Fst de Wright). A correcédo de
0 (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 confianca (1000
bootstraps) foram estimados pelo pacote HIERFSTAT (GOUDET, 2005) da plataforma R.
Analise de Variancia Molecular (AMOVA) foi realizada pelo software ARLEQUIN v. 3.1
(EXCOFFIER et al., 2005) e a inferéncia sobre o fluxo génico feita pelo método indireto do
Fst, sendo estimado o nimero de migrantes por geragdo (Nm) (WRIGHT, 1951) para o

conjunto de populagdes estudadas.



43

A estrutura das populagcfes também foi avaliada pelo método de
agrupamento Bayesiano utilizando o programa STRUCTURE v. 2.3.4 (PRITCHARD et al.,
2000). O numero mais provavel de clusters (K) foi determinado pelo condicionamento dos
dados a valores de K variando de 1 a 10, 500.000 burn in e 10° iteragGes, repetidos 20 vezes.
Para determinar o numero mais provavel de K foi utilizado o método de Evanno et al. (2005)
baseado na medida ad hoc AK pelo software online STRUCTURE HARVESTER v. 0.6.93
(EARL e VON HOLDT, 2012).

A correlagdo das matrizes de distancias “genética VS geografica” e
“genética Vs altitude” foi realizada pelo teste de Mantel utilizando o método de Monte Carlo
com 1000 permutages e o indice de correlacdo de Pearson ao nivel de 5% de significancia
através do software PAST v. 3 (HAMMER et al., 2001). As matrizes de distancia geogréafica
e de altitude entre populacbes foram calculadas através do software PROGRID v. 1.1, do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), utilizando como dados de entradas os
parametros latitude, longitude e altitude, registrados para cada individuo. A matriz de
distancia genética de Nei (1972) foi calculada atraves do pacote ADEGENET (JOMBART,
2008) da plataforma R v.3.1.2.

Foram utilizados dois métodos para detectar potencial reducdo de
tamanhos populacionais pelo software BOTTLENECK v. 1. 2. 02 (CORNUET e LUIKART,
1996; PIRY et al., 1999), onde recente reducédo do tamanho populacional efetivo foi testada
sobre 0 modelo de duas fases (Two Phase Model ou TPM) (DI RIENZO et al., 1994) e 0
modelo de mutacdo stepwise (Stepwise Mutation Model ou SMM) (KIMURA e OHTA,
1978). A significancia levando em conta TPM e SMM foi estimada usando o teste Two-
tailed de Wilcoxon e o teste de Sinal.

4.2. Estudo da Composicdo Quimica dos Oleos Essenciais e dos Extratos

Etandlicos das Populagdes de Lychnophora pinaster

Para 0 estudo da caracterizacdo quimica de L. pinaster foram
selecionadas trés populagdes, as quais foram coletadas em fevereiro de 2015, com base nos
resultados do estudo genético, sendo o critério de escolha caracteristicas genéticas
diferenciadas. Foram escolhidas, portanto, a populacdo da regido sudeste (Ouro Branco,
OB), localizada entre os municipios de Moeda e Itabirito, e duas da regido sul (Areia Branca,

Serra do Salto; AB, SSa), localizadas no municipio de Carrancas (FIGURA 4).
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Partes aéreas (aproximadamente 150g) dos individuos das
populacbes OB, SSa, AB foram coletadas. Os individuos amostrados nas trés populacoes
foram os mesmos coletados no estudo genético (TABELA 2).

Para o0 estudo da caracterizacdo dos principios ativos dos extratos
etandlicos foram coletadas partes aéreas de uma amostra composta de individuos das
populagbes OB, SSa e AB, consistindo em uma amostra por populagéo.

4.2.1. Coleta e Beneficiamento do Material Vegetal

O material vegetal coletado dos individuos de L. pinaster para o
estudo dos 6leos essenciais (total 55 individuos: 27 em OB, 11 em AB e 17 em SSa ) foi
armazenado, individualmente, em sacos plasticos identificados e transportados ao
Laboratorio de Produtos Naturais do Instituto Agrondmico, Campinas - SP. O mesmo
procedimento foi adotado para as amostras (amostra composta das populagdes) destinadas

ao preparo dos extratos (1 amostra por populacéo).

4.2.2. Andlise dos Solos dos Locais de Coleta das Populacdes

A caracterizagdo quanto a fertilidade dos solos dos trés locais de
coleta foi realizada com base na andlise quimica de macro e micronutrientes. Foram
coletadas aleatoriamente quatro amostras do solo da area de coleta da populacdo OB com
pa, 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 padrdo. As amostras foram
encaminhadas para o Laboratério de Solos da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da
Universidade Estadual Paulista “Jlio de Mesquita Filho”, Botucatu/SP.

Os dados das amostras de solo das populacdes AB (n=10) e SSa
(n=9) foram obtidos de estudos prévios (ISOBE, 2012; SILVA, 2013). O prodecimento de

coleta e da analise da fertilidade do solo foram os mesmos realizados para a populagdo OB.

4.2.3. Extracéo dos Oleos Essenciais das Folhas

Os 06leos essenciais das folhas de cada individuo foram entdo

extraidos por meio de hidrodestilacdo em aparato Clevenger por periodo de duas horas. Apés



45

extracdo, os dleos essenciais foram armazenados em frascos de vidro de 5 mL, e mantidos a
4°C até o momento do célculo de rendimento e da analise de composicdo quimica (mapa
metodologico FIGURA 3).

O rendimento de oleo essencial foi calculado individualmente em
base seca de material vegetal. A umidade do material vegetal de cada individuo utilizado nas
extracdes de Oleo essencial foi obtida a partir da secagem de 4g de folhas, em triplicata,
acondicionadas em sacos de papel e secas em estufa de circulacdo forcada de ar a 40°C até

obtencdo de peso constante.

4.2.4. Analise da Composi¢ao Quimica dos Oleos Essenciais

As analises qualitativas dos 6leos essenciais foram realizadas em
cromatdgrafo a gas acoplado a espectrometro de massas (GC-MS, Shimadzu, QP-5000),
dotado de coluna capilar de silica fundida OV - 5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 um, Ohio Valley
Specialty Chemical, Inc.), operando por impacto de elétrons (70 eV), injetor a 240°C,
detector a 230°C, modo de injecdo split (1/20).

Os 0leos essenciais foram diluidos em acetato de etila (1 mg 6leo
essencial/ 1 mL solvente), grau cromatogréfico, hélio como gés de arraste (1.0 mL/min.),
volume de injecdo (1 pL) e o seguinte programa de temperatura: 60°C - 180°C, 3°C. min’%;
180°C - 240°C, 10°C. min para as populacdes AB e SSa, e para OB 60°C — 240°C, 3°C.
mint. As anélises foram feitas em triplica.

A quantificacdo dos 6leos essenciais pelo método de normalizagdo
de areas foi conduzida por cromatografia a gds com detector por ionizacdo em chama
(Shimadzu, modelo GC-2010, GC-FID), empregando-se as mesmas condi¢des operacionais
das analises por GC-MS.

Os indices de retengdo foram obtidos por meio da inje¢do de uma
série de n-alcanos (Co-C24 - Sigma Aldrich 99%), aplicando-se a equacdo de Van den Dool
e Kratz (VAN DEN DOOL e KRATZ, 1963).

A identificacdo dos constituintes quimicos foi efetuada através da
analise comparativa dos espectros de massas das substancias com o banco de dados do
sistema CG/EM (NIST 62.1ib) e indices de retencdo (ADAMS, 2007).
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O rendimento dos extratos etanolicos foi calculado seguindo a
mesma metodologia para 0s 6leos essenciais. Porém, para este caso, o calculo foi realizado

em base seca de amostras compostas de cada populacéo.

4.2.4.1 Andlises Estatisticas

As diferencas entre altitudes e rendimentos médios populacionais
dos 6leos essenciais foram avaliadas através de analise de variancia e as médias comparadas
pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, software XLSTAT v.2015
(ADDINSOFT®, 2015).

Para analise interpopulacional da composicdo quimica do o6leo
essencial e dos solos de origem foram utilizadas Anélise de Componentes Principais (PCA),
Anélise de Cluster Aglomerativa Hierarquica (HCA) (algoritimo UPGMA, indice de
dissimilaridade da distancia Euclidiana) e Andlise Discriminante (DA), software XLSTAT
v.2015 (ADDINSOFT®, 2015).

Para as analises multivariadas foi realizado pré-processamento dos
dados utilizando autoescalemento (AS), onde matrizes Xijas) foram obtidas quando os
parametros originais de cada amostra da matriz Xij foram subtraidos da média X; e divididos
pelo desvio padréo Sj da variavel (Xijas)= Xij-X;/S;), tendo média igual a zero (0) e desvio
padrdo igual a um (1).

Nos modelos DA os dados autoescalados foram submetidos a
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 ndo das
médias entre classes da DA varidvel por variavel, software XLSTAT v.2015
(ADDINSOFT®, 2015).

Através da Analise de Redundancia (RDA) foi analisado se a
variacao contida no 6leo essencial de L. pinaster tende a ser explicada pelos fatores altitude,
latitude, longitude e composic¢do dos solos de origem das populagdes. As analises RDA
foram conduzidas através do software XLSTAT v.2015 (ADDINSOFT®, 2015). O teste de
permutacdo de Monte Carlo foi aplicado considerando 500 permutacdes aleatdrias para
avaliar a existéncia ou ndo de relacdo linear (p-valor<0.005) entre as matrizes.

A anélise de correlacdo entre os dados genéticos (SSR), quimicos

(dados Gleos essenciais) e distancia geografica (latitude; longitude) foi realizada também
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pela correlagdo simples e parcial das matrizes das distancias Euclidianas (10.000
permutacgdes), onde se estimou a correlacdo entre duas matrizes e, posteriormente, controlou
o efeito de uma terceira. Foi utilizado o software XLSTAT v.2015 (ADDINSOFT®, 2015)

para o calculo das distancias Euclidianas e a realizacao dos testes de Mantel e Mantel parcial.

4.2.5. Obtencgéo dos Extratos Etandlicos

O procedimento para obtencéo dos extratos se deu por extracdo a
frio, pelo método de maceragéo.

Material vegetal (caule, ramos e folhas) de cada populacéo,
previamente seco a temperatura ambiente, foi picado manualmente com tesoura de poda e
acondicionado em frasco de vidro com tampa. A seguir foi adicionado alcool etilico 96° GL
até completa imersdo do material vegetal e a solu¢cdo mantida a temperatura ambiente, por
sete dias. Para a populacdo OB foram utilizados 880.7 g de material vegetal e 17 L de etanol;
populacdo SSa, 721.5 g de material vegetal e 10.5 L de etanol; para a populacdo AB, 1203.5
g de material vegetal e 14.5 L de etanol.

A seguir, a solucéo foi filtrada em papel filtro e o solvente removido
em evaporador rotativo a temperatura de 60°C. Os extratos foram armazenados em frascos
de vidro e acondicionados em dessecador até obtencdo de peso constante para o célculo do

rendimento e analise da composi¢do quimica (mapa metodologico FIGURA 3).

4.2.6. Analise dos Extratos por UHPLC-MS

As andlises dos principios ativos dos extratos pertencentes as classes
dos fenilpropandides, sesquiterpenos, lactona sesquiterpénica, flavona e flavonol (TABELA
1) foram realizadas por Cromatografia Liquida de Ultra-Alta Eficiéncia acoplada a
Espectrometria de Massas (UHPLC-MS) no Laboratdrio de Metabolémica e Espectrometria
de Massas (LabMetaMass) do Instituto de Biologia da Unicamp.

Para as andlises foi utilizado um Cromatografo UPLC® Acquity da
Waters. A coluna utilizada foi uma C18 BEH Acquity da Waters (1.7 pum x 2.1 mm x 50
mm) com temperatura do forno em 30 °C. A eluicdo das amostras foi feita por gradiente,

com fluxo de 200 uL min, utilizando como fase movel-A agua purificada (Milli-Q) com
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0.1% de é&cido férmico e como fase movel-B metanol (grau cromatogréfico), conforme
descrito na Tabela 5.

Tabela 5. Gradiente otimizado para analise do extrato etanolico por UHPLC-MS. Fase
movel A- agua purificada (Milli-Q) com 0.1 % de &cido férmico e como fase mével B-
metanol

Tempo (min) %A (H20) %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 espectrdometro de massas triplo-quadrupolar (TQD-
Acquity da Waters) com ionizacdo por eletrospray (ESI) realizando varredura em modo
negativo nas seguintes condicdes: capilar de 3000 V, cone de 35 V, extrator de 1.0 V,
temperatura da fonte de 150 °C e temperatura de dessolvatacdo de 300 °C. Espectros ESI-
MS/MS em modo negativo foram adquiridos para os ions dos principios 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 populacGes AB, OB e SSa, respectivamente. As amostras foram diluidas em
1000 pL de metanol, grau cromatografico, e homogeneizadas em ultrassom por
aproximadamente 5 minutos, sendo designadas de solucdo estoque. Aliquotas de 100 pL das
solugdes estoque foram transferidas para vials de 2 mL e adicionados 900 pL de metanol.
Aliquotas de 10 pL de cada amostra foram injetadas em UHPLC-MS para a realizacéo do
fingerprinting, que foi realizado sem separacdo cromatografica, por espectrometria de
massas, com ionizacdo por electrospray (ESI) e injecdo direta por seringa.

Em seguida, a separacdo cromatogréafica foi utilizada para a busca
dos ions dos principios ativos da Tabela 1 (pag. 35) utilizando o recurso Cromatograma de
fons Extraidos (XIC, Extracted lon Chromatogram). Para tanto, aliquotas de 100 pL das
amostras de extratos incialmente diluidas em metanol (solugéo estoque) foram transferidas
para vials e diluidas com 900 pL de dgua Milli-Q e, destas aliquotas de 7 uL injetadas no
UHPLC-MS.

Para a identificacdo dos principios ativos foram utilizados os padrdes

comerciais da quercetina (1.4 mg) (Sigma, 98%), vitexina (1 mg) e do &cido clorogénico
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(1.3 mg) (Sigma, 95%). Adicionalmente, foram utilizados os padrbes da rutina (1.5 mg)
(Sigma, 95%) e do acido p-cumarico (1 mg) (Sigma-Aldrich, 99%)

Aliquotas de 7.0 pL de uma solucdo contendo cerca de 100 pg de
cada padréo (valores corrigidos pelo peso exato utilizado de cada padrdo inicialmente) por
mL de agua Milli-Q foram injetadas em UHPLC-MS para a determinacdo dos tempos de
retencdo (tr). Os trs dos padrbes foram comparados com os dos principios ativos dos
extratos.

A analise quantitativa dos analitos foi feita pelo método de padrdo
externo. Para a curva de calibrag&o foram preparadas solucgdes nas seguintes concentragdes:
quercetina (0.14, 0.7, 1.4, 7 e 14 pg/mL), acido clorogénico (0.065, 0.13, 0.65, 1.3 ¢ 6.5
ug/mL) e acido p-cumarico (0.05, 0.1, 0.5 e 1 pg/mL) em agua Mili-Q. Foram injetadas 7
ML de cada solugdo-padréo nas mesmas condicGes operacionais dos extratos.

As analises dos principios ativos pertencentes as classes dos
triterpenos e esterdides (TABELA 1) foram realizadas por GC/MS no Laboratorio de
Fitoquimica do Centro de P&D de Recursos Genéticos Vegetais do Instituto Agronémico,
Campinas — SP. Para cada populagdo, aproximadamente 5 mg de extrato etandlico foram
diluidos em 1 mL de alcool etilico P.A (99.5%) e injetado 1L de solucdo no cromatdgrafo
a gas acoplado a espectrémetro de massas (GC-MS, Shimadzu, QP-5000), dotado de coluna
capilar de silica fundida OV - 5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 um, Ohio Valley Specialty
Chemical, Inc.), com ionizacdo por impacto de elétrons (El) (70 eV). Condicdes
cromatograficas: injetor a 240°C, detector a 230°C, gas de arraste hélio ( 1mL. m™) , modo
de injecdo split (1/20). Programa de temperatura: 100°C - 280°C, 5°C/min; 280°C/20min.

A identificagdo das substancias foi realizada por meio da
comparacdo do espectro de massas das substancias com o banco de dados do sistema GC/MS
e literatura e a injecdo de padrdo de estigmasterol nas mesmas condi¢Ges analiticas das

amostras.

4.3. Estudo in vitro da Atividade Tripanocida dos Extratos Etanolicos e dos

Oleos Essenciais de Populacdes de Lychnophora pinaster

Os ensaios foram realizados no Laboratério Nacional de Biociéncias

(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 U20S (derivada de um
paciente com osteossarcoma) e LLC-MK2 (isolada dos rins de Macaca mulatta). As células
U20S foram compradas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), Xerém, Rio de
Janeiro e LLC-MK2 foi adquirida do laboratério do professor Sérgio Schenkman,
Universidade Federal de Séo 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 antibioticos estreptomicina 100 U/ml e penicilina 100pg/ml (Gibco), e mantidas em

estufas a 37°C e 5% de COa,.

4.3.2. Parasita Trypanosoma cruzi

A cepa Y foi doada por Sérgio Schenkman (Universidade Federal de

Séo Paulo).

4.3.3. Composto de Referéncia e Amostras

O composto referéncia benznidazol, utilizado comercialmente no
tratamento da doenca de Chagas, foi obtido da empresa Nortec Quimica (Duque de Caxias,
RS, Brasil). As amostras dos 6leos essenciais e extratos utilizadas foram as mesmas do

estudo de composigdo quimica (Secéo 4.2).

4.3.4. Preparo das Amostras

O benznidazol foi dissolvido em 100% dimetilsulfoxido (DMSO) na
concentracdo de 40mM, enquanto as amostras naturais foram preparadas a uma solucao
estoque de 10 mg/mL, também em 100% DMSO. Aliquotas de pequeno volume foram
estocadas sob -80°C. Com intuito de conservar as propriedades das amostras triadas, as
aliquotas estocadas foram submetidas a ciclo de congelamento e descongelamento de no

maximo trés vezes.
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A partir da solucdo estoque, as amostras foram diluidas 100x na
placa de ensaio a fim de se obter uma concentragdo maxima na curva dose resposta de
400uM e 100pg/mL para o benznidazol e amostras naturais (6leos essenciais/extratos),

respectivamente; a concentracao 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 U20S em placas pretas de 384 pocos (Greiner
Bio-One), em 40ul de DMEM alta glicose, com ajuda do dispensador automatico Wellmate
Liquid Handler (Thermo-Scientific) e incubadas por 24h, a 37°C/5% de CO, (APENDICE
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 10ul de DMEM alta glicose e incubado por 24h a 37°C/5% de CO:
(APENDICE 1). No terceiro dia, foram adicionados 10uL do benznidazol na concentrag&o
inicial de 400uM e das amostras de 6leos essenciais e extratos de L. pinaster na concentragao
inicial de 100 pg/mL, seguidos de 14 pontos de diluicio 2x (APENDICE 1); as amostras
foram adicionadas em réplica na placa. Foram incluidos 16 poc¢os de infeccdo na auséncia
de qualquer composto (apenas células U20S infectadas), denominado de controle negativo
e 16 pocos sem infec¢do (contendo apenas células U20S), denominado de controle positivo;
o volume final dos pocos tratados foi de 60pL. Ap6s 96 horas de exposicdo, prosseguiu-se
com os passos de fixacdo e de lavagem com paraformaldeido 4% e DPBS. Apds, a placa de
ensaio foi corada utilizando corante de DNA fluorescente vermelho (DRAQ5, Biostatus) que
marca a celula hospedeira e nucleos de parasitas. Em seguida, a placa foi imageada no
sistema automatizado de geracdo de imagem em alto conteudo (Operetta, PerkinElmer). As
imagens adquiridas em alta resolucdo (20x magnificado) foram analisadas com o software
Harmony para identificacdo, segmentacdo e quantificacdo de nucleo e citoplasma da célula
hospedeira e parasita intracelular (APENDICE 2). O ensaio foi realizado em duplicata (dois
experimentos independentes)

O fator estatistico Z” foi adotado para avaliar a qualidade estatistica
do ensaio. Este mede a confianca da triagem, considerando a janela de separacéo entre 0s
valores médios e os desvios entre os controles positivo e negativo.

O Z’ pode ser calculado através da seguinte férmula:
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Z'=1-[3*(DPp + DPn)/|(Mp — Mn)|[]

Onde DP corresponde ao desvio padrdo, M corresponde a média, p
representa o valor de taxa de infec¢do no controle positivo (células infectadas tratadas com
Nifurtimox a 100M) e n representa o valor da taxa de infecgdo no controle negativo (células
infectadas tratadas apenas com DMSO 1%).

Todos os experimentos foram avaliados por meio do Z*, sendo que

se considerou como satisfatorio o ensaio cujo este parametro fosse igual ou superior a 0.5.

4.3.6. Definicdes

Para os propositos deste estudo, (i) ECso foi definido como a
concentracdo de composto correspondente a 50% da atividade normalizada ap6s 96 horas
de incubacgdo. A poténcia dos compostos é relacionada ao valor de ECso, onde quanto mais
potente 0 composto, menor é o valor de ECsp; (ii) CCso € definido como a concentragdo de
composto correspondente a reducdo de 50% das células hospedeias em comparacdo ao
controle negativo, onde maior o valor de CCso menor € a citotoxicidade; (iii) Indice de
Seletividade (1S) é definido como a raz&o entre o valor de CCsp e ECsp. Quando o célculo de
CCso ndo é possivel, o valor de IS tende a ser maior do que a razdo entre a concentracao

méaxima de composto e ECso.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Estudo de Diversidade Genética e Estrutura Populacional de Lychnophora

pinaster Utilizando Marcadores SSR

A extracdo de DNA dos 186 individuos de L. pinaster foi bem-
sucedida quando utilizado o protocolo CTAB (DOYLE e DOYLE, 1990), com as
modificagdes 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 determinacdo do tamanho dos alelos e, posteriormente, para a
determinacdo dos parametros 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
quantificacao de vinte e uma amostras do DNA de Lychnophora pinaster.

Individuos Padrdes

1. 2 3 4 '5° 6.7 8 UG0S 1S S 1A IGEETe B 788 819 8205210 12,525 50 100 200

— . - . - & - |

b

Exemplo padréo de uma amostra ideal para amplificacdo

*As Ultimas cinco bandas correspondem aos padrées do DNA do bacteriéfago Lambda a 12.5, 25, 50, 100 e
200 ng/puL.

Figura 6. Perfil de um gel obtido pelo sistema de eletroforese LI-COR, correspondendo ao
loco Lpin 13.

350

325

300

240
*Entre as linhas tracejadas esta a regido de amplificagdo deste loco.

5.1.1. Variabilidade Genética

Levando em conta a iminente necessidade de preservacdo de L.
pinaster e a caréncia de estudos genéticos com a espécie, 0s marcadores SSR se mostraram
uma ferramenta apropriada para ser utilizada neste tipo de estudo.

As frequéncias alélicas de cada loco estdo apresentadas na Tabela 6.
Os trés locos mais polimorficos foram Lpinl4, Lpin 13 e Lpin 4 com, respectivamente, 20,
17 e 13 alelos. Com os oito locos SSR foram gerados 81 alelos nos 186 individuos estudados

e estes foram utilizados na analise genética populacional.
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Tabela 6. Frequéncia dos alelos observados em cada loco polimorfico nas populagdes de
Lychnophora pinaster estudadas. As populagdes PB, SS, SA, SSa, SB e AB séo provenientes

da regido sul e a populacdo OB da regido sudeste do Estado de Minas Gerais — Brasil.

Populagéo
Loco Alelo PB SS SA SSA SB OB AB
Lpin 4 160 8.82 2.08 - - - - -
164 - 20.83  6.00 - - - -
167 - - - - 6.52 48.53 -
171 294 6.25 28.00 70.00 3043 588 78.00
172 1471 1250 14.00 - - - -
173 588 22,92 16.00 - 435 8.82 -
175 882 16.67 16.00 28.00 36.96 11.76 12.00
179 - - - - - 7.35  2.00
180 - - 12.00 - - - -
181 2059 417  2.00 - 1522 10.29 2.00
183 3824 1458 400 2.00 - 2.94 -
185 - - 2.00 - 435 441 2.00
187 - - - - 217 - 4.00
Lpin 6 247 - - - - - 36.36 -
289 - 476  6.25 - 6.82 - 16.67
291 76.92 5238 8333 8200 9091 - 73.81
293 - - - - 227 - 7.14
297 19.23 7.14 - - - - -
303 - - - - - 6.06 -
305 - - - - - 56.06 -
309 - - - - - 1.52 -
321 3.85 3571 1042 18.00 - - 2.38
Lp9 280 - - 208 31.25 26.00 9459 58.33
281 - - - - - - 2.08
284 61.11 5185 6458 68.75 34.00 - 16.67
286 27.78 33.33 31.25 - 20.00 - 22.92
288 11.11 1481  2.08 - 20.00 541 -
Lpin 11 245 - 9.26 3542 227 - - -
248 36.84 1852 25.00 27.27 56.00 - 47.83
250 - - - - 400 161 2174
252 7.89 2593 29.17 2045 400 6452 26.09
254 39.47 38.89 1042 50.00 36.00 33.87 4.35
257 13.16 741 - - - - -
258 2.63 - - - - - -
Lpin 13 291 - - - - - - 2.08
296 - - - - - 36.11 -
298 - - - - 217 - -
305 1429  3.70 - - - 2.78 8.33
307 7.14 2222  8.00 - - - 4.17
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Populagdo
Loco Alelo PB SS SA  SSA SB OB  AB
Lpin 13 300 357 - i 200 - 3056 2,08
311 - ; . 2400 - i i
313 744 4259 5200 4400 - 278 833
315 1429 2037 2000 2800 7391 13.89 47.92
316 - ] i i 217 417 625
317 - ; 400 - 1522 278 417
319 4643 741 - i i i 417
321 - 185 1600 200 652 139 625
323 - 185 - i i 556  4.17
327 - ] i i i i 2.08
328 357 - i i i i i
331 357 - i i i i i
Lpin 14 164 - - - - - 80.30 -
166 - ; i i . 1212 -
168 - ; i i 250 758 -
181 1667 - i i i i 2.63
185 333 - i 1364 250 - i
187 - 227 400 227 750 - i
189 1667 - i i 250 - i
191 333 2045 3000 1136 500 - i
192 - i i i 750 - 5.26
103 333 1364 200 - 1250 - 5.26
195 - 9.09 2600 682 250 - 13.16
197 1333 - 2000 2500 - i i
199 1000 - i . 1500 - 31.58
201 3000 1136 1600 455 750 - 7.89
203 - 2500 - 2727 250 - 2.63
206 - 455 - i 750 - 5.26
207 - 455 - - 1000 - 13.16
200 333 909 200 909 500 - 10.53
212 - ] i i 500 - i
215 - ; i i 500 - 2.63
Lpin 16 105 2647 3077 4600 2600 1400 1622 32.00
197 5882 6923 5400 7400 86.00 83.78 68.00
199 1471 - i i i i i
Lpin 17 173 - - i C 1304 161 -
179 5000 - 1042 4800 - 2258 588
181 2647 7200 31.25 4000 8043 2581 9412
183 1471 800 4792 800 - 3710 -
185 - 200 208 200 652 1290 -
187 882 600 833 - i i i
189 - 1200 - 200 - i i
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O numero médio de alelos foi de 5.00+0.24, muito similar ao obtido
por Haber et al. (2009) (5.82), que utilizando 0os mesmos primers, estudaram duas
populacdes nativas da espécie provenientes da regido sul de Minas Gerais. A populacdo AB
apresentou o maior nimero de alelos, At= 45, e a popula¢do SSa o menor, At=31 (TABELA
7).

Quanto ao numero de alelos privados, média de 2.57+0.90, a
populacdo OB (regido sudeste), mais distante das demais (aprox. 152 Km) (FIGURA 4), se
destacou, com sete alelos privados (TABELA 7). Destes alelos, quatro sdo 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 0 mais frequente (80.30%) na populagéo
OB, seguido do 305 (56.06%) (TABELA 6). A populacdo SA apresentou um unico alelo
privado (180) no loco Lpin 4, com frequéncia de 12%, assim como SSa (311) no loco Lpin
13, cuja frequéncia foi de 24% (TABELAS 6 e 7). A populagéo SS ndo apresentou nenhum
alelo privado (TABELA 7). O numero de alelos raros (frequéncia alélica 0-5%) variou de
17 em AB e SB até oito em SSa (TABELA 7).

Quanto a riqueza alélica (Ra), média 4.31+0.19, os menores valores
foram registrados nas populacdes SSa e OB, Ra= 3.41 e 3.83, respectivamente (TABELA
7). Embora a populacéo SS tenha apresentado maior riqueza alélica (Ra=4.73), ndo diferiu
(sobreposicao IC 95%) das populacbes PB, SA, SB, AB e OB (TABELA 7).

Com relacdo a diversidade génica (He), as populacdes 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 populacdo SS (Ho= 0.487), com o
segundo maior valor de Ho, diferiu de OB. A populagdo PB (Ho= 0.435) ndo diferiu de
nenhuma das populacgdes quanto a esta estimativa (TABELA 7).

A heterozigosidade média esperada em equilibrio Hardy-Weinberg
(0.565) foi maior que a heterozigosidade média observada (0.425), indicando existéncia de
endogamia. Como ja era o esperado, estes valores médios sdo consistentes com os obtidos
para espécies endémicas (Ho= 0.42; He= 0.32) e estritamente distribuidas (Ho= 0.56; He=
0.52) (NYBOM, 2004).
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Os valores das estimativas Ra, Ho e He indicam que as populacdes
nédo estdo na mesma proporcao antropogenicamente afetadas. As populacgdes SS, PB e SA,
por exemplo, apresentaram maior variabilidade genética do que OB e SSa (TABELA 7).

Com relacdo aos coeficientes de endogamia (Fis), as populagdes PB,
SSa e OB apresentaram 0s 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 populacdes PB,
SS, SSa, SB, OB e AB néo diferiram entre si com relacdo 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
compativel com o de uma espécie com sistema de cruzamento misto. Entre populaces, Ta
variou entre 0.514 (PB) a 0.810 (SA), tendo, portanto, maior prevaléncia de fecundacgédo
cruzada entre individuos na populacdo 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 populacdo (HUANG et al., 2009b). Dois exemplos sdo as
populacdes 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).



Tabela 7. Estimativas de indices de diversidade genética obtidos para sete populac@es de Lychnophora pinaster. At: nimero total de alelos;
A: nimero médio de alelos por populacéo; Ae: alelos privados; Ar: alelos raros; Ho: heterozigosidade observada; He= heterozigosidade
esperada; Fis: coeficiente de endogamia; Ta: Taxa de cruzamento aparente; Ra: riqueza alélica.
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Populagéo
Parametros — --------------oeooo- T ReQif0 Sul---------n-mmmmmmmmme oo ----  -Regido Sudeste-
PB SS SA SSa SB AB OB
-Poc¢o Bonito- -Serra do Sofad-  -Serrada Arnica-  -Serrado Salto- -Serra Branca- -Areia Branca- -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
ICho 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
4Cris 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
Ra 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

3IC= intervalo de confianca a 95%; "Ra= rarefacdo por amostra para 13 individuos
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Através do Teste Exato de Fisher foi possivel verificar que os locos
SSR estdo com frequéncias compativeis ao Equilibrio de Hardy-Weinberg em somente
poucas populacdes, isto devido ao sistema de cruzamento e cruzamento entre individuos
aparentados (TABELA 8). Os casos mais extremos foram para SA, SB e PB. Em SA e PB
seis dos oito locos estudados ndo se encontraram em equilibrio HW, ao passo que em PB,
seis locos se encontraram em equilibrio. Em nenhuma das populacdes foi verificado
desequilibrio de ligacdo (DL) significativo (a= 0.0002; corre¢ao de Bonferroni) entre locos,

significando que todas as marcas SSR estudadas sdo independentes.

Tabela 8. Probabilidade do Teste Exato de Fisher para aderéncia ao equilibrio de Hardy-
Weinberg. As populagfes PB, SS, SA, SSa, SB e AB sdo provenientes da regido sul e a
populacdo OB da regido sudeste do Estado de Minas Gerais — Brasil.

Loco PB SS AS SSa SB OB AB

Lpin4 0.098 0.132 0.534 0.365 0.000* 0.255 0.820

Lpin6 0.197 0.000* 0.811 0.791 0.003* 0.067 0.117

Lpin9 MN  MN 0.001* 0.000* 0.004* MN 0.020

Lpin11 0.187 0.000* 0.001* 0.255 0.000* 0.562 0.006*

Lpin13 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*

Lpin16 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

MEDIA 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

*MN= loco monomérfico na popula¢éo;
*Valor seguido de asterisco (*)= ndo adere as proporcées esperadas; ‘a= 0.006
(correcdo de Bonferroni).

5.1.2. Estrutura Genética

O Fst calculado foi de 0.266 (IC= 0.454-0.081), indicando uma
diferenciacdo genética muito grande entre as populac¢des analisadas (WRIGHT, 1978). Este
valor é equivalente ao Fst médio obtido para outras espécies vegetais endémicas (0.26)
(NYBOM, 2004). Apos corregao feita para alelos nulos, este valor foi reduzido para 0.193.

A diferenciacdo genética entre as populacGes € ressaltada
principalmente quando se compara OB das demais (populagdes do sul), apresentando 0s
maiores valores de Fst par a par (min. de 0.3140 entre OB x SS e max. de 0.3600 entre OB
x SB) (Gréfico 1); o que pode ser atribuido a grande distancia geogréafica (aprox. 152 km)
(FIGURA 4), que, consequentemente, torna o fluxo génico muito restrito. Os trés menores
valores de Fst par a par foram apresentados entre SB x AB (0.0813), SS x SA (0.0742) e PB
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x SS (0.0971) (GRAFICO 1); o que pode ser atribuido ao fluxo génico pronunciado entre as

populacgdes, que sdo espacialmente proximas.

Gréfico 1. Fs par a par entre as sete populagdes de Lychnophora pinaster analisadas. As
populagdes PB, SS, SA, SSa, SB e AB sdo provenientes da regido sul e a populacdo OB da
regido sudeste do Estado de Minas Gerais — Brasil.
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Pela anélise Bayesiana, K=2 foi determinado como o ndmero mais
provavel de clusters ou pools genéticos de acordo com a estatistica ad hoc AK (EVANNO,
2005) (GRAFICO 2).

Grafico 2. Valores de AK foram plotados contra varios valores de K, sugerindo K=2 como
0 mais provavel nimero de clusters.

2000
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No gréfico obtido do software STRUCTURE v.2.3.4 (GRAFICO
3A, B e C), é possivel verificar que cada populacao é separada por uma linha vertical e cada
cor representa um cluster. Desta forma a cor vermelha, verde, azul e amarela séo
consideradas um grupo genético ou diferentes pools génicos, formados por pool de alelos
diferentes. Esta separacgdo é feita baseada na estatistica bayesiana. A altura vertical de cada
coluna denota a probabilidade de ser compartilhar alelos com populagdes diferentes. Colunas
inteiras da mesma cor indicam que o individuo tem 100% de probabilidade de pertencer
aquela populagdo ou grupo. Quando temos mistura, como podemos visualizar mistura de
cores nas colunas, isto indica que os individuos possuem diferentes probalilidades de
pertencerem aos diferentes grupos.

Grafico 3. Atribuicdo Bayesiana de 186 individuos 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
populagdes PB, SS, SA, SSa, SB e AB sdo provenientes da regido sul e a populacdo OB da

regido sudeste do Estado de Minas Gerais — Brasil.
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*NUmeros romanos representam cada grupo genético.
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Em K2 as populagGes foram agrupadas em dois pools génicos
distintos, o grupo I, contendo as populacbes PB, SS, SA, SSa, SB e AB, provenientes da
regido sul do Estado de Minas Gerais e, o grupo Il, contendo apenas OB, proveniente da
regido sudeste do estado (GRAFICO 3A; FIGURA 4). O resultado da AMOVA mostrou que
26.99 % da variagdo genética ocorreram entre OB ¢ as demais populagoes (Dst= 0. 3624).

Como K3 e K4 (GRAFICO 3B-C) expressam um padrdo de
discriminacdo mais detalhado e coerente com a real distribuicdo espacial das populacdes
(FIGURA 4), os mesmos foram incluidos no atual estudo. Em K3 é possivel notar que as
populacbes PB, SS, SA e SSa estdo dispostas em um Unico cluster genético (grupo 1), assim
como as populagdes SB e AB (grupo I1) e OB (grupo I11) (GRAFICO 3B). Em K4, é possivel
notar que SSa apresenta caracteristicas genéticas diferenciadas das demais, suficientes para
ser separada em um dnico cluster genético (GRAFICO 3C).

Alguns individuos da populacdo SSa se destacam por apresentar
porcBes do genoma provenientes do pool génico pertencente as populacdes SB e AB em K3
e K4, caracterizando fluxo génico (GRAFICOS 3B e 4). SSa apresenta proximidade espacial
de aprox. 5 Km de SB e AB (FIGURA 4).

Adicionalmente, o teste de Mantel revelou uma correlagédo
significativa entre as matrizes das distancias Euclidianas genética e geografica (r= 0.975; p=
0.001). J& o valor de correlacdo entre as matrizes das distancias Euclidianas das altitudes e
genética mostrou-se irrelevante (r= 0.068; p= 0.3633) para explicar a estruturacao genética
populacional.

Estes dados corroboram com a afirmativa de que a extensdo do fluxo
génico entre populacdes determina seu potencial para diferenciacdo genética (SLATKIN,
1985; FREELAND et al., 2011). Também correspondem bem com o modelo de isolamento
por distdncia de Wright (1943); o que é reforcado pela Andlise Discriminante de
Componentes  Principais (DAPC), que revelou a formacdo de trés grupos
genéticos/geograficos (GRAFICO 4), semelhantes ao agrupamento Bayesiano (GRAFICO
3).

As analises do STRUCTURE v. 2.3.4 e da DAPC contribuem para
explicar o padrdo atual de diferenciacdo genética das populagdes estudadas e, sobretudo,

evidenciam a clara diferenciacdo da populacdo OB (sudeste) das demais (sul).
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Graéfico 4. Analise Discriminante de Componentes Principais (DAPC) a partir de 8 locos SSR e 186 individuos de Lychnophora pinaster (A).

Em (B) os respectivos agrupamentos no mapa de distribuigéo espacial. As populagdes PB, SS, SA, SSa, SB e AB sdo provenientes da regido
sul e a populacdo OB da regido sudeste do Estado de Minas Gerais — Brasil.
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Por se tratar de uma espécie com sistema misto de reproducdo, €
possivel que o sistema de cruzamento também possa afetar significativamente a
diferenciacéo genética (HUANG et al., 2009Db).

Com relacdo ao fluxo génico aparente, o valor observado (Nm=
0.690) pode ser considerado intermediario (GOVINDAJARU, 1989) e, como é menor que 1
(Nm < 1), é indicativo de efeito da deriva genética nas populacées (WRIGHT, 1931; YAO
et al., 2014). Isto pode ter sido causado devido ao isolamento geografico, limitado fluxo
génico, fragmentacgdo ou flutuagdes demograficas das populagoes.

Efeitos da deriva genética sdo pronunciados em populagdes
geograficamente isoladas e de tamanho reduzido (BARRETT e KOHN, 1991,
ELLSTRAND e ELAM, 1993; LOHR et al., 2014; HUSEMANN et al., 2015), como € o
caso das avaliadas no atual estudo, e podem levar varias geracdes para exercer impactos
significativos em parametros como a riqueza alélica e o0 Fst (ZHOU et al., 2014).

Muitos fatores podem estar ou ter contribuido para a reducgdo do
fluxo génico e a diferenciacdo populacional em L. pinaster. As proprias caracteristicas da
espécie, a sua historia evolutiva, seu habitat e os fatores antrépicos sdo exemplos que
merecem ser considerados.

Os polinizadores do género Lychnophora podem ser beija-flores,
abelhas, mariposas e borboletas (SEMIR et al., 2011) e, portanto, em sua maioria, nao se
locomovem por longas distancias. A perda do papus durante o desenvolvimento do fruto e a
fusdo de cipselas, faz da diplocoria, com barocoria seguida de hidrocoria pela enxurrada
(ombro-hidrocoria) a forma mais provavel de dispersdo dos frutos de seus representantes;
diferente dos restantes da familia Asteraceae, que é por anemocoria (SEMIR et al., 2011).
Além disso, L. pinaster é encontrada em terrenos complexos, com populacdes distribuindo-
se de forma disjunta devido a descontinuidade das cadeias montanhosas e dos afloramentos
rochosos que compdem os seus locais de ocorréncia. Estes fatores fazem com que gréos de
polén ou sementes sejam dificilmente levados de uma populacdo a outra mais distante,
contribuindo para diminuigdo do fluxo génico efetivo e, eventualmente, para a diferenciagdo
geneética das populacdes.

Dados genéticos também suportam a hipdtese de que a distribuicéo
disjunta de populagBes de Lychnophora ericoides Mart. — espécie pertencente a0 mesmo
pool génico de L. pinaster - foi devido as consequéncias climaticas da era glacial Kansan,

que prevaleceu no periodo quaternario (COLLEVATTI et al., 2009), onde processos
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sucessivos de contracdes e expansdes promoveram diferenciacdo entre populagdes. Durante
periodos mais quentes e¢ umidos a vegetagdo dos “campos rupestres” se expandiu,
aumentando o fluxo génico e hibridizacGes aleatorias entre populacgdes, ao passo que durante
periodos mais secos e frios as populaces foram fragmentadas e populagdes uma vez
conectadas tornaram-se isoladas (ALVEZ e KOLBEK, 1994; HARLEY, 1995; GIULIETTI
etal., 1997; BEHLIN 2002, ANTONELLI et al., 2010).

No Estado de Minas Gerais, L. pinaster e L. ericoides apresentam o
mesmo padrdo de distribui¢do e sdo encontradas em localidades préximas, mas mutuamente
exclusivas localmente (SEMIR et al., 2011). Assim como L. ericoides, a diferenciagédo
genética de populagdes de L. pinaster pode ter, parcialmente, sido resultado da fragmentacédo
de habitat ao longo de sua historia evolutiva; merecendo estudos complementares.

Em sinergismo com a eroséo genética devido aos fatores bioldgicos,
climéticos, geoldgicos ou geogréficos, efeitos da deterioragdo ambiental também podem ter
impacto significativo sobre a dindmica de populac¢des da espécie, contribuindo para restricao
do fluxo génico e divergéncia genética. As coletas frequentes das folhas da espécie para
fabricacdo de receitas caseiras medicinais e outras atividades antrdpicas indiscriminadas,
como a agropecuaria, queimadas e a mineragdo, estdo contribuindo para a fragmentacéo,
erradicacdo e a diminuicdo de populagdes remanescentes. Isto causa o efeito gargalo e,
consequentemente, a perda de alelos importantes ou fixacdo de alelos deletérios pela deriva
genética, bem como diminuicdo da heterozigose e aumento da endogamia, 0 que aumenta o
risco de extincao das populagdes e da propria espécie, pois sua sobrevivéncia é criticamente
influenciada pela manutencéo da variacdo genética dentro das populacdes (BIJLSMA et al.,
2000; HONNAY e JACQUEMYN, 2007; RAPINI et al., 2008; ANTIQUEIRA, 2013;
CRUZ NETO et al., 2014, KAHILAINEN et al., 2014).

Uma reducdo recente do tamanho populacional foi detectada pelo
teste de Wicolxon levando em conta 0 Modelo de Duas Fases (TPM) na populacdo SSa
(TABELA 9). E provavel que o fogo seja o fator responsavel pela supressdo da variacio
genética nesta populagéo, pois o seu local de origem é uma area particular onde a coleta de
L. pinaster para fins medicinais vem sendo evitada ha mais de uma década. Por ter um clima
marcadamente sazonal, com periodos variando desde precipitacdes 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 as influéncias antrépicas e até mesmo
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por causas naturais, como relampagos (RAMOS-NETO e PIVELLO, 2000; PIVELLO,

2011), sendo este ultimo muito frequente nos locais de origem das populacdes estudadas.

Tabela 9. Valores de p registrados para as analises estatisticas (testes de Sinal e de
Wilcoxon) de diferentes modelos mutacionais utilizados para avaliar a probabilidade de
eventos gargalos recentes nas populagdes de Lychnophora pinaster. As populacdes PB, SS,
SA, SSa, SB e AB séo provenientes da regido sul e a populagdo OB da regido sudeste do
Estado de Minas Gerais — Brasil.

Valor de p segundo

Populacao Modelo de Mutacdo 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. Implicages para Conservagao

Considerando que populacbes de L. pinaster se encontram em
processo de diferenciacdo genética e com limitado fluxo génico, acBes de conservacao da
espécie devem objetivar conservar todas as populacdes existentes. A presenca de alelos
privados e raros em todas as populacdes estudadas, com excecdo 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 populac@es vidveis e assegurar 0 processo evolutivo da
espécie.

Como L. pinaster é uma espécie vulneravel a extin¢do de acordo com
as categorias IUCN (International Union for Conservation of Nature ou Unido Internacional
para Conservacdo da Natureza) (COPAM, 1997), ter o conhecimento da distribuicdo da
variabilidade genética entre e dentro de outras populacdes, ainda ndo estudadas, € de grande
importancia para estabelecer estratégias efetivas de conservagdo de germoplasma in situ e
ex situ em curto e longo prazo.

Os esforgos in situ devem focar na preservacdo dos habitats de L.
pinaster da destruicdo e no aumento dos tamanhos populacionais, uma vez que 0 pequeno

tamanho populacional e a fragmentacdo fazem de L. pinaster uma espécie que esta
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susceptivel as perdas de diversidade genética causada pelos efeitos da endogamia e da deriva
genetica.

A recuperacéo da diversidade genética de SSa, populacdo 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
populacdes de diferentes pools génicos (Grafico 3B-C). Em longo prazo, seu papel serad
crucial na mitigacdo da perda de variacdo genetica causada pela deriva e endogamia em
populacdes locais da espécie. Uma alternativa para acelerar o processo de recuperagdo desta
populacéo é através do chamado “resgate genético” (BROWN e KODRIC-BROWN, 1977),
onde se aumenta a probabilidade de sobrevivéncia da populacdo devido a imigracéo de genes
de outra, contrabalanceando a endogamia (RICHARDS, 2000; HEBER et al., 2013;
WHITELEY et al., 2015). Como alternativa, pode ser realizada a introducdo de gendtipos
provenientes de diferentes pools génicos em SSa. O mesmo pode ser atribuido a populacéao
OB.

Durante nossos levantamentos de campo ao longo das regides sul e
sudeste, percebemos a estreita preferéncia edafica de L. pinaster com 0s campos rupestres e
campos de canga (regido do Quadrilatero Ferrifero). Determinados fatores, intrinsecos a
estas regides sdo, possivelmente, as causas do seu endemismo. Assim, perturbacdes
antropicas (e.g. desmatamento, mineracao, pecudria e extrativismo predatdrio) nos locais de
origem de suas populacdes deveriam ser evitadas ou controladas de forma rigida, para
reduzir seu risco de extingdo e promover o aumento populacional.

Como L. pinaster possui sementes de caracteristica ortodoxa
(MELO et al., 2007), que sdo tolerantes a dessecacdo e cuja viabilidade pode ser mantida
por longos periodos quando armazenadas nas condic@es 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 trés grupos evidenciados
pela DAPC no sentido de conservar ex situ matérias-primas para atividades futuras de
pesquisa, restauracdo ecoldgica, reintroducdes e melhoramento de plantas. Estes grupos
podem ser um ponto de start para a conservacdo do germoplasma da espécie.

Além disso, orientacdo técnica aos coletores é imprescindivel para
impedir a extingédo destas e de outras populagdes. De acordo com Who (1993), a coleta de
espécies selvagens ameacadas deveria ser proibida e o comércio das plantas medicinais e

seus produtos deveriam ser controladas. Talvez uma solugdo menos extrema pode ajudar a
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conservacao desta espécie. Um exemplo é a mudar a extracdo predatoria para uma coleta
mais sustentavel. Contudo, estas praticas precisam ser investigadas sobre a Otica de uma
abordagem etnoboténica, 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 relevancia de se considerar as estratégias sugeridas para a
conservacao de L. pinaster, é estritamente necessario o monitoramento das populacdes

remanescentes para que, de fato, seja evitada a extingdo da espécie.

5.2. Condi¢bes Edafoclimaticas dos Locais de Origem das Populacgdes Avaliadas

no Estudo de Composi¢cdo Quimica

As populacbes estudadas sdo pertencentes a duas fitofisionomias
distintas, a populacdo OB (regido sudeste) cresce sobre o quadrilatero ferrifero e faz,
portanto, parte do campo de canga ou campo rupestre ferruginoso. As populaces AB e SSa
(regido sul) fazem parte do campo rupestre, sendo que AB cresce sobre solo arenoso,
pedregoso e mais profundo quando comparado a populacdo SSa, que cresce sobre
afloramento rochoso, solo superficial e bem pedregoso. Os individuos provenientes da
populacdo OB chegam a ultrapassar 175cm, ao passo que os individuos das populacdes AB
e SSa sdo de porte menor, ndo chegando a esta altura. Nas populacdes SSa e OB a vegetagédo
predominante € de ervas, subarbustos e arbustos, com eventuais arvoretas. Em AB existem
ervas, subarbustos e arbustos, mas as arvores (eucaliptos) se destacam entre a vegetacao.

As condicOes estimadas de temperatura e precipitacdo para as
regides sudeste (local OB) e sul (local AB/SSa) referentes aos dois meses que antecederam
a coleta do material vegetal para o estudo de composicao quimica dos 6leos essenciais e dos
extratos, periodo 28/11/2014 a 04/02/2015, estéo registradas no Grafico 5.
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Grafico 5. Dados de (A) temperatura ('C) e (B) precipitagdo (mm) interpolados referentes ao periodo de 28/11/2015 a 04/02/2015 nas regides
de coleta das populagdes de Lychnophora pinaster OB (sudeste) e AB e SSa (sul) para o estudo de composi¢do quimica. Siglas OB_Méax e
AB/SSa_ Max = temperatura maxima registrada na regido de OB (sudeste) e AB/SSa (sul), respectivamente. Siglas OB_Min e AB/SSa_Min=
temperatura minima registrada na regido de OB (sudeste) e AB/SSa (sul), respectivamente. Fonte dos dados: AccuWeather.com.

(A) —OB_Mix —OB Min ——AB/SSa Mix —AB/SSa Min
40
g3 —\ ~—- ; Vi
T S N— J‘-‘\qv—_/&@b&/g\r
g 25 _;ﬂ. ;//\ / A \v \/ hd
S\ A4
Rl WWQA%W%%
H
15 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

= < T = < < T = < = < T = T = < T wy wy wy wy wy wy wy wy wy wy wy wy wy wy wy wy wy wy
z zZ T T X 2 Z X2 X2 X Z 2 &2 X ZT X2 - 2 2 - 22 2 2 2 2 2 2D 2 D 2 I 2
(o] [} = (] [} [} = (] [} (] [} = [ar] = (] [} = [} (] [} = (o] = (] [} (o] [} = (] [} (] [} (] [} (]
L] o L] Lo ] «q o L] Lo ] o Lo ] o L] L] o Lo ] o L] o Lo ] o L] L] L] Lo ] o [ ] o L] Lo ] «q Lo ] o Lo ] «q Lo ]
L L
— — ™~ [ ] ™ Lo ™~ [ ] Lo [ ] Lo ™~ [} (o] ™~ (] (o] —_ — — — — — — — — — — — — — — — o~ ~1
—_— —_— — —_— —_— —_— — —_— —_— —_— —_— — —_ —_— —_ —_— —_— [l (=] = (=] [=] (=] (=] = (=] = (=] (=] o] (=] (=] (=] o] (=]
- %z % % % % =% = % =% == % % 9% 9= 9= o9Z% 92 92 2 2 2 92 9o 9o 9o 92 9 o 2o o 9 o 9 9
o0 (=] L] = o o0 (=] (2] < k=] oo (=] [} 3 o o0 (=] —_ [} wy - (=} — o wy [ (=2} — o wy [t (=2} — ™ =
[ar] [ [ (=] L) L) — — —_ — — o~ (=] (o] [ ] [ [ = = = (=] [=] — — — — — o~ (=] L] ] [a] o [ =
Periodo (dias)
(B) =——0B_Precipitagio =——AB/SSa_precipitacio

E 50 !

E I\

= 40

=]

b
[== =
-
-
——
#*-

Precipitag
=
>
>
P
f]
g
T —
—

=t = =t = =t = =t = =+ = =t = =+ = =+ = =+ uy Wy uy Wy uy Wy uy Wy uy Wy uy Wy Yy Wy uy Wy uy Wy
e e e e = = =
=] = = = =] = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =
o - - L S S s S s s
= = ®™M @M~ ®&8 ©& ®™m @®@M M @& &8 @&@4 @ @ @ &84 a4 5= = =52 =5 &= = =52 &5 &5 &5 =5 &= 0= 0= = = &o@
= =z £ z =z Z =z Z =Z =Z Z Z Zz Z Z Z Zz 2 g 2 2 2 2 2 -2 9 2 2 - o S 9 - 9 O
o o &OF B = = S F B8 @ =D o F 5 m S = W = o o= m A = o = R =i = ©& 7
L I T = = B = - T == = S = B B S o AR+ SR-= S = = S = = R = T T = B = B = o B o S = S =
Periodo (dias)




71

Por serem muito préximas, aproximadamente 1.6 km, foram
consideradas da mesma regido as populacbes AB e SSa (regido sul), ao passo que OB
(distante mais de 150 Km de AB e SSa) foi considerada uma regido distinta (regido sudeste).

Os registros de temperatura maxima (max.) e minima (min) diarias
foram similares para as duas regides de origem (sul-sudeste) estudadas (GRAFICO 5A).
Entre as regides sul e sudeste, uma diferenca de menos de um grau para a temperatura max.
média foi constatada (max. média regido sudeste: 29.59 °C; max. média regido sul: 30.26
°C) e de 1.17 °C para a temperatura min. média (min. média regido sudeste: 19.75 °C; min.
média regifo sul: 18.58 °C) (GRAFICO 5A). Na regido sul foi registrado precipitacéo total
de 229 mm, com chuvas intensas a partir de 21 de janeiro até a data da coleta, ao passo que
na regido sudeste foi registrado o total de 59 mm (GRAFICO 5B).

Quanto a altitude, embora sejam populagdes proximas, SSa (1292
m) e AB (1143 m) encontram-se nos locais com maior e menor altitude, respectivamente
(GRAFICO 6A). A populagdo OB (1240 m) esta localizada em regifo de média altitude
(GRAFICOS 6A) e se diferencia de AB e SSa quanto as coordenadas geogréaficas, estando
no local com menor latitude (S) e longitude (O): 20°20°19.6” e 43°55°32.5”, respetivamente
(GRAFICO 6B; TABELA 2).

A andlise exploratéria dos solos de origem das trés populacBes
mostrou que, pelo fato de ser proveniente da populacdo mais distante, o solo de origem de
OB (regido sudeste) € 0 que apresenta as caracteristicas mais dissimilares comparadas as dos
solos de origem de AB e SSa (regido sul) (GRAFICO 7). Por serem de localidades muito
proximas e do mesmo municipio, 0s solos de origem de AB e SSa apresentam uma
dissimilaridade muito baixa entre si (GRAFICO 7).
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Graéfico 6. Altitudes (m) médias (A) e coordenadas geograficas (B1 e B2) dos locais de origem das populacdes de Lychnophora pinaster AB e
SSa, provenientes da regido sul, e OB, da regido sudeste de Minas Gerais - Brasil.

(B1) Coordenadas (eixos F1 e F2: 100 %) (B2) Observacées (eixos F1 e F2: 100,00 %)
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*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
determinacdo)= 0.97, ou seja, 97% da variabilidade esta sendo explicada pela varidvel exploratéria. Desvio padrdo= 53.04; Em (B): Lambda 0.000, F (\alor observado)
23430.945, p-valor < 0,0001, alfa 0.05.
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Graéfico 7. Distancia Euclidiana par a par levando em conta a composi¢do quimica média
dos solos de origem das populac¢Ges de Lychnophora pinaster AB e SSa, provenientes da
regido sul, e OB, da regido sudeste do Estado de Minas Gerais - Brasil.
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*Barras na vertical sdo equivalentes ao erro padrao.

Pela Analise Discriminante (DA) constatou-se que os solos de
origem das populagdes pertencem a classes distintas (GRAFICO 8A); o que é ressaltado pela
matriz de confusdo, que agrupou as amostras com 100% de precisdo em trés classes
(APENDICE 3). O teste do Lambda de Wilks multivariado (MANOVA) indicou que ao
menos um dos trés vetores medios destas classes diferiu dos demais (p-valor < 0.0001; alfa
0.05); comprovando estatisticamente a diferente entre os solos de origem das populagdes
estudadas.

Um total de 15 das 17 variaveis de solo estudadas (ver valores em
cinza na TABELA 10) contribuiu significativamente para discriminar as classes de solos,
explicando 100% da variagdo contidas nos dados originais (F1= 94.28%; F2= 5.72%). Um
total de 13 variaveis de solo se encontra em maior teor no solo de origem de OB (GRAFICO
8B), sendo as que apresentaram maior poder discriminante S, CTC, matéria organica (MO)
e H+AIl (ver maior F na TABELA 11). Como j& era esperado, o Fe foi um dos
micronutrientes que discriminaram o solo de OB. Isto é pelo fato da populacdo habitar o
campo de canga, regido do quadrilafero ferrifero; como mencionado anteriormente.

As variaveis gque discriminaram os solos das classes SSa e AB foram
0 Cu e pH, respectivamente (GRAFICO 8B).

Pelo Teste Unidimensional de lgualdade das Médias das Classes
(UTEMC), com excecdo de K, V% e SB, as medias de cada uma das variaveis que compdem
0 modelo DA de solos diferiram entre classes (p-valores < 0.05) (TABELA 11).
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Tabela 10. Composicdo quimica média dos solos de origem das populacdes (Pop) de Lychnophora pinaster AB e SSa, regido sul, e OB,
regido sudeste do Estado de Minas Gerais - Brasil. Destacadas em cinza as variaveis que mais contribuiram para discriminar os solos de
origem das populacdes pela Analise Discriminante (Gréafico 8). nag=10; nssa= 9; nog=4.

*pH= potencial hidrogenionico, M.O= matéria organica, P= fésforo, Al= aluminio, K= potassio, Ca= calcio, Mg= magnésio, SB= soma de bases trocaveis, CTC= capacidade de troca de cétions, V%= saturagéo

pH M.O. Presina AR* H+AI K Ca Mg SB CTC V% S B Cu Fe Mn Zn

CaCl>  g/dm? mg/dm® mmolc/dm3 - —————————— mg/dm3 mg/dm3
OB 3.6 78.1 9.6 106 1615 14 134 23 171 1786 10.5 10.3 0.5 0.3 1148 14.2 4.3
SSa 3.9 23.0 2.6 9.7 40.1 0.9 3.6 1.0 55 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
por bases, B=boro, Cu= cobre, Fe= ferro, Mn= manganés, Zn= zinco.

Pop

Graéfico 8. Analise Discriminante para validacdo da divergéncia quimica dos solos de origem das populacdes de Lychnophora pinaster AB e

SSa, provenientes da regido sul, e OB, da regido sudeste do Estado de Minas Gerais - Brasil. Grafico de escores (A) e Diagrama vetorial exibindo as
correlagdes negativas e positivas das 15 varidveis do solo com o primeiro e segundo fatores (B).

(A) Observacoes (eixos F1 e F2: 100,00 %) (B) Variaveis (eixos F1 e F2: 100,00 %)

_ SSa
s o « AB
o @ \ B
wixs 20 13 ey ) s w18 w3 5 o« 4 | OB
= AB b * Ssa
10
1 o Centroides

) -1 0,73 0.3 023 0 0,23 0,3 0,73 1
F1 (94,28 %)

F1(94,28 %)

*Lambda 0.000; F (Valor observado) 26.761; F (Valor critico) 2.320; p-valor < 0.0001; alfa 0.05.
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Tabela 11. Teste Unidimensional de lgualdade das Médias das Classes de solos das
populacbes AB, SSa e OB formadas pela Analise Discriminante (Gréafico 8). As populacdes
AB e SSa séo provenientes da regido sul, e OB, regido sudeste do Estado de Minas Gerais —
Brasil.

Variavel 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+AI 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
A" 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
SB? - - -

aResultados ndo apresentados porque SB é altamente correlacionada com outras varidveis; Variaveis ordenadas
conforme o seu poder discriminante; (*)= Variaveis com maior poder discriminante; p-valor < 0.05 indica que
a variavel difere entre classes.

Mesmo com baixa dissimilaridade entre os solos de origem das
populacdes AB e SSa (regido sul) (GRAFICO 7), as diferencas entre suas amostras de solos
foram suficientes para que as mesmas fossem classificadas com 100% de precisdo em duas
classes distintas (APENDICE 4; GRAFICO 9A), se mostrando significamente divergentes
pela DA (p-valor MANOVA < 0.0001). As variaveis 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 (GRAFICO 9B). Por si s, estas substancias

representaram 100% da variacdo original dos dados, explicada apenas por F1.



76

Grafico 9. Andlise Discriminante para validacdo da divergéncia quimica dos solos de origem
das populacbes AB e SSa, provenientes da regido sul do Estado de Minas Gerais - Brasil.
Gréfico de escores (A) e diagrama vetorial exibindo as correlacdes negativas e positivas das
8 variaveis do solo com o primeiro fator (B).

(A)

F2 (0,00 %)

Observacoes (eixos F1 e F2: 100,00 %) (B) .
073
54
05
SSa AB Eoas
'l =
[ ) [ |2
3 v @ 1| essa S
=025
27 X Centroides
03
<
.75
P
1
F1 (100,00 %)

Variiveis (eixos F1 e F2: 100,00 %)

-1

S Ca cTC pH
AB+ Mg Zn B
4075 45 025 1] 023 03 075 1

F1 (100,00 %)

*Lambda 0.099; F (Valor observado) 11.368; F (Valor critico) 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 Analise Discriminante. As populacdes SSa e AB sao provenientes da
regido sul do Estado de Minas Gerais - Brasil.

Variavel Lambda  F° 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  5541* 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+AI? - - -
SB? - - -

2 Valores ndo sdo apresentados pois H+Al e SB sdo altamente correlacionadas com outras varidveis;
Metabélitos ordenados conforme o seu poder discriminante; (*)= Variaveis com maior poder discriminante;
p-valor calculado inferior ao alfa (0.05) indica que a varidvel difere entre classes.
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5.3. Composic¢do Quimica dos Oleos Essenciais das Populacdes de Lychnophora
pinaster

Como mencionado anteriormente, para o estudo da composicao
quimica dos dleos essenciais e extratos das populacGes de L. pinaster o critério de escolha
das populacbes foram as caracteristicas genéticas diferenciadas. Foram escolhidas, portanto,
as populacbes AB, SSa e OB (FIGURA 4).

A populacdo OB (regido sudeste) esta localizada entre os municipios
de Moeda e Itabirito e € pertencente a um pool génico bem distinto das demais populagdes
estudadas (GRAFICOS 3 e 4). A populagio AB (regido sul) é proveniente do municipio de
Carrancas, tendo caracteristicas genéticas muito similares a populacdo SB pelo K3 e K4 do
STRUCTURE v. 2.3.4 (GRAFICO 3A, B e C) e também com a populacio SSa pela DAPC
(GRAFICO 4). Por meio do software STRUCTURE v. 2.3.4 foi constatado que a populacéo
SSa (regido sul), também proveniente de Carrancas, vem contribuindo para troca de genes
entre populacdes provenientes de dois pools génicos distintos [pool AB-SB (sul) x pool PB-
SS-SA (sul)] (GRAFICO 3B e C).

Através da anélise visual comparativa dos cromatogramas obtidos
por GC/MS é possivel constatar a semelhanca entre os perfis quimicos dos 6leos essenciais
das populagdes de L. pinaster AB e SSa, provenientes da regido sul (FIGURA 7A-B). Em
contrapartida, o perfil quimico do dleo essencial da populacdo OB (regido sudeste) se

mostrou dissimilar das populacdes do sul (FIGURA 7C).
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Figura 7. Cromatogramas de ions totais dos 6leos essenciais das folhas de Lychnophora
pinaster provenientes das populacdes AB (A) e SSa (B), de Carrancas, regido sul de Minas
Gerais, e da populacdo OB (C), situada entre os municipios de Moeda e Itabirito, regido
sudeste de Minas Gerais - Brasil.
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De maneira geral, foram registrados 50 metabdlitos, cujas

porcentagens e indices de retencdo estdo listadas na Tabela 13 em ordem de eluicéo.
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Tabela 13. Porcentagem (%) Minima (Min) e Maxima (Méax) dos constituintes registrados
nos 6leos essenciais das populagdes de Lychnophora pinaster.

Populacao
A --Sudeste--  -—--- Sul-------

Substancias IRe OBn=27 SSan=17 ABn=11

Min Max Min Max Min Max

1) a-pinenotM 930 0.1 14 04 26 0.1 1.7
2) sabineno™ %69 01 14 nr nr nr Nr
3) B-pinenotM 973 02 18 05 36 0.1 1.9
4) limoneno™ 1025 0.2 15 01 05 01 0.5
5) y-terpineno™ 1055 0.2 14 01 05 0.1 0.4
6) linaloIM© 1097 01 12 nr nr nr nr
7) n-nonanalt 1101 01 03 nr nr nr nr
8) Z-p-mente-2-en-1-0IM° 1118 0.1 07 nr nr nr nr
9) terpinen-4-olM© 1174 02 36 02 09 0.2 0.8
10) a-terpineolM© 1188 nr nr 01 02 - 0.2
11) Z-cinamato de metila™® 1301 nr nr 01 0.6 04 6.1
12) E-cinamato de metilat& 1382 nr nr 743 87.2 58.2 85.1
13) cipereno™® 1398 04 100 nr nr nr nr
14) E-cariofileno"s 1418 0.2 29 33 120 6.2 18.2
15) nd1* 1448 15 29 nr nr nr nr
16) a-humuleno™® 1452 0.6 16 11 41 1.8 5.3
17) dehidro-sesquicineol° 1467 02 04 nr nr nr nr
18) 7-epi-1,2-dehidro-esquicineol® 1475 0.1 05 nr nr nr nr
19) nd2* 1483 0.05 04 nr nr nr nr
20) p-selineno*s 1492 1.0 30 nr nr nr nr
21) viridifloreno™s 1496 0.1 13 nr nr nr nr
22) nd3* 1511 179 433 nr nr nr nr
23) nd4* 1514 02 97 nr nr nr nr
24) nd5* 1519 01 06 nr nr nr nr
25) 5-cadinenos 1521 01 04 nr nr nr nr
26) nd6* 1535 28 65 nr nr nr nr
27) nd1** 1550 nr nr 01 03 02 1.3
28) oxido de cariofileno®° 1580 0.5 19 14 47 15 9.4
29) nd7* 1587 01 04 nr nr nr nr
30) nd8* 1603 05 41 nr nr nr nr
31) Z-sesquilavandulolS® 1607 nr  nr 03 1.0 0.2 1.3
32) p-atlantol° 1611 02 21 nr nr nr nr
33) isolongifolan-7-a-0l° 1614 0.05 14 0.1 04 0.1 0.4
34) nd9* 1628 0.2 05 nr nr nr nr
35) epdxi-alo-aromadendreno™© 1630 nr  nr 01 1.2 0.2 1.7
36) nd10* 1633 01 13 nr nr nr nr
37) selina-3,11-dien-6-0-015° 1634 nr nr 02 21 05 35

*nr= ndo registrado na populagdo; IRc= Indice de retencéo calculado; n= coletadas na populagio; nd= substancia no
identificada na populagdo da (*)= regido sudeste ou (**)= regido sul; FE= fenilpropandide, SO= sesquiterpeno oxigenado,
HS= hidrocarboneto sesquiterpénico; MO= monoterpeno oxigenado, HM= hidrocarboneto monoterpénico, AL= aldeido.
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Tabela 13. Continuacéo...

Populagéo
A -Sudeste-  ------- Sul---------
Substancias IRc OB 7 SSan 17 ABoe 11
Min  Méax Min Max Min Max

38) cedreanols° 1648 2.6 98 nr nrnr onr
39)nd11* 1652 0.1 15 nr nr nrnr
40) 14-hidroxi-Z-cariofileno®® 1663 0.8 59 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 nrnr
44) nd15* 1696 0.1 0.7 nr nr nroonr
45) 14-hidroxi-o-humuleno®® 1708 0.2 19 nr nr nr nr
46) 2Z, 6E-farnesol®° 1720 01 21 nr nr nr oonr
47)nd16* 1737 0.3 0.3 nr nr nroonr
48) nd17* 1768 2.0 95 nr nr nr o nr
49) nd18* 1786 0.1 6.0 nr nr nrnr
50) nd19* 1797 22 196 nr nr nrnr

*nr= ndo registrado na populacéo; IRc= indice de retencéo calculado; n= plantas coletadas na populagdo; nd= substancia
ndo identificada na populacdo da (*)= regido sudeste; SO= sesquiterpeno oxigenado.

As estruturas quimicas dos metabolitos identificados estdo
apresentadas na Figura 8, onde é possivel visualizar que todos os monoterpenos identificados
- exceto o linalol - sdo formados por esqueletos ciclicos. Predominantemente, sesquiterpenos
ciclicos foram identificados no 6leo essencial da populacdo OB (TABELA 13, FIGURA 8).



Figura 8. Estrutura quimica das substancias identificadas nos 6leos essenciais das trés
populagdes de Lychnophora pinaster estudadas. A numeragéo das substancias, entre
parénteses, segue a sequéncia de numeracdo (No) da Tabela 13.
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Figura 8. Continuacéo...
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Os Oleos essenciais das populacbes SSa e AB (regido sul)
apresentaram o fenilpropanoide (E)-cinamato de metila como majoritario (SSa: 80.3%; AB:
72.1%) (TABELA 13), seguido dos hidrocarbonetos sesquiterpénicos E-cariofileno (SSa:
8.1%; AB: 11.7%) e a-humuleno (SSa: 2.5%; AB: 3.4%) e do sesquiterpeno oxigenado
oxido de cariofileno (SSa: 2.1%; AB: 3.3%) como 0s outros trés constituintes mais
abundantes (TABELA 13). Estas substancias perfizeram 93.0% e 90.5% dos 6leos essenciais
de SSa e AB, respectivamente.

Estudos prévios de avaliagdo da composicdo quimica do o6leo
essencial das populacdes AB e SSa foram realizados (ISOBE, 2012; SILVA, 2013).
Comparados aos dados obtidos neste estudo, verificou-se que, passados aproximadamente
trés anos, a composicao quimica do 6leo essencial destas duas populagdes nao se alterou sob
0 ponto de vista qualitativo.

A populacdo OB apresentou composicdo quimica complexa,
composta principalmente por sesquiterpenos, e auséncia de fenilpropandides. A comparagdo
dos espectros de massas das substancias com o banco de dados do sistema GC-MS e indices
de retencdo ndo permitiu a identificacdo das substancias mais abundantes até o0 momento.
Os 6bleos essenciais desta populacdo foram submetidos a técnicas cromatogréficas usuais
para isolamento das substancias e analise por Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono-
13 e de Hidrogénio, cuja identificacdo estd em andamento. Estas substancias (32.8%, 7.5%
e 5.4%= 45.7%), mais o0 sesquiterpeno oxigenado cedreanol (5.7%), perfizeram 51.4% do
6leo essencial de OB (TABELA 13).

A populagdo OB (sudeste) tem como caracteristica quimica em
comum com populacBes de L. pinaster provenientes da regido norte do Estado de Minas
Gerais a presenca dos sesquiterpenos oxigenados 14-hidroxi-Z-cariofileno e 14-hidroxi-a-
humuleno (TABELA 13; FIGURA 8), cujos metabdlitos estdo entre 0s mais abundantes nos
6leos essenciais de populagdes provenientes dos municipios de Olho d’Agua e Diamantina
(VIEIRA, 2012). Populagdes de L. pinaster da regido norte de Minas Gerais também néo
apresentam traco de substancias pertencentes a classe dos fenipropandides nos 6leos
essenciais.

Foi verificado comportamento fenotipico diferencial entre os
individuos de L. pinaster estudados quanto ao acumulo dos metabdlitos dentro das
populacbes, como pode ser constatado nos Graficos 10, 11 e 12 para 0s constituintes

identificados.
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Grafico 10. Comportamento fenotipico diferencial dos individuos de Lychnophora pinaster provenientes da populacdo AB (Carrancas, regido
sul) quanto ao acimulo dos constituintes identificados nos 6leos essenciais. Estado de Minas Gerais — Brasil.
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Grafico 11. Comportamento fenotipico diferencial dos individuos de Lychnophora pinaster provenientes da populacdo SSa (Carrancas, regido
sul) quanto ao acimulo dos constituintes identificados nos 6leos essenciais. Estado de Minas Gerais — Brasil.
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Grafico 12. Comportamento fenotipico diferencial dos individuos de Lychnophora pinaster provenientes da populacdo OB (entre municipios
de Moeda e Itabirito, regido sudeste) quanto ao acimulo dos constituintes identificados nos éleos essenciais. Estado de Minas Gerais — Brasil.
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Os dados detalhados (%) de composi¢do quimica de cada individuo

para cada populacédo de L. pinaster podem ser verificados nos Apéndices 5, 6 e 7.

5.3.1. Polimorfismo Quimico das Populac¢des

Como ja era o esperado, quando os dados de composicdo quimica
média dos 0Oleos essenciais das trés populacbes estudadas foram analisados em conjunto,
constatou-se na analise exploratdria que as maiores distancias quimica foram entre OB,
proveniente da regido sudeste, e as populaces AB e SSa, provenientes da regido sul
(GRAFICO 13).

Graéfico 13. Distancia Euclidiana par a par levando em conta a composi¢do quimica dos
6leos essenciais das populacbes de Lychnophora pinaster AB e SSa, provenientes da regido
sul, e OB, proveniente da regido sudeste do Estado de Minas Gerais - Brasil.
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Consequentemente, levando em conta todos os individuos, a
divergéncia quimica entre OB (sudeste) e AB/SSa (sul) também foi constatada pelo
clustering hierarquico e pela PCA (GRAFICO 14A-B). Na PCA, tendéncia & subdivisdo da
Classe 11, que corresponde aos acessos provenientes de AB (em verde) e SSa (em vermelho)
também pode ser observada (Grafico 14B-C). Isto indica que, embora com perfil quimico
similar de dleo essencial (FIGURA 7A-B), quantivativamente, seus 6leos essenciais tendem
a possuirem padrdes distintos. Esta divergéncia quimica entre populagdes foi investigada
pela MANOVA na DA.
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Grafico 14. Dendograma de dissilimilaridade quimica (A) e Analise de Componentes Principais (B-C) levando em conta as populacdes de
Lychnophora pinaster OB (regi&o sudeste) e SSa e AB (sul) do Estado de Minas Gerais - Brasil.
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Incialmente, pela DA, levando em conta as trés populagdes, foi feita
a validacdo do polimorfismo quimico intraespecifico de L. pinaster com base nas 50
substancias estudadas nos 6leos essenciais (TABELA 13).

Constatou-se que os fenotipos quimicos das trés populacBes
estudadas s3o pertencentes a trés classes ou grupos, 100% distintos (APENDICE 8), e que
existe ao menos um contraste significativo entre as médias das populacGes pela MANOVA
(p-valor < 0.0001, alfa 0.05).

As proporcges relativas médias de 43 metabdlitos diferiram entre
populacdes pelo UTEMC (p-valor < 0.05), sendo que 37 metabdlitos discriminaram o 6leo
essencial de OB (TABELA 14, coluna “Populagao Discriminada™).

Os trés metabolitos com maior poder discriminante (maior F) foram:
E-cinamato de metila, majoritario no 6leo essencial de AB e SSa; e dois sesquiterpenos nao
identificados presentes em OB (ndl e nd3), sendo um deles (nd3) o majoritario no 6leo
essencial (TABELA 14). As variaveis que melhor resumem este modelo DA sdo
apresentadas no Grafico 15.

Mesmo entre populacdes muito proximas - neste caso AB e SSa -,
foi verificado que a proporgéo relativa média de principios ativos (a-pineno, f-pineno, E-
cinamato de metila, E-cariofileno, a-humuleno) também pode variar significativamente
(GRAFICO 16; TABELA 15). A divergéncia nos 6leos essenciais de AB e SSa sob o ponto
de vista quantitativo foi comprovada pela MANOVA (p-valor= 0.006; alfa= 0.05). A
diferenca entre os fendtipos quimicos destas duas populacfes chegou em 100% pela matriz
de confusdo (APENDICE 9) em funcdo de acGmulo significativamente maior de
sesquiterpenos (E-cariofileno, isolongifolan-7-a-ol, selina-3,11-dien-6-a-0l, 6xido de
cariofileno, a-humuleno e de um sesquiterpeno nédo identificado (nd1)) e do fenilpropandide
Z-cinamato de metila no dleo essencial de AB e de acimulo significativamente maior dos
hidrocarbonetos monoterpénicos a-pineno e B-pineno e do fenilpropanoide E-cinamato de
metila no dleo essencial de SSa (GRAFICO 16; TABELA 15, ver p-valor). Estas sustancias
exprimiram 100% da variacdo original dos dados, explicada por F1, e os metabolitos que
mais contribuiram (maior F) para a diferenciacéo entre AB e SSa foram 0 sesquiterpeno néo
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 quimicas formadas
por AB, SSa e OB. As populacdes AB e SSa sdo provenientes da regido sul e OB é
proveniente da regido sudeste do Estado de Minas Gerais - Brasil.

Variavel Lambda F2 p-valor Populagao
E-cinamato de metila™® 0.012 2.177.531* <0.0001 SSa
ndl* 0.043 576.261* < 0.0001 OB
nd3* 0.060 405.311* < 0.0001 OB
B-selinenots 0.103  227.258* <0.0001 OB
cedreanol®° 0.146 151.684* < 0.0001 OB
E-cariofileno™® 0.176  121.365* <0.0001 AB
nd19 * 0.243 81.058 < 0.0001 OB
14-hidroxi-a-humuleno®® 0.259 74435  <0.0001 OB
nd21* 0.283 65.837 < 0.0001 OB
Z-sesquilavandulol®° 0.284 65.524 < 0.0001 AB
a-humulenots 0.323 54549  <0.0001 AB
B-atlantolS® 0.333 52.191 < 0.0001 OB
14-hidroxi-Z-cariofileno®° 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-a-0l° 0.431 34.389 < 0.0001 AB
nd15* 0.462 30.334 <0.0001 OB
sabinenot™ 0.478 28.389 < 0.0001 OB
viridifloreno"s 0.495 26.534 < 0.0001 OB
isolongifalano-7-a-0l°° 0.508 25211  <0.0001 OB
ciperenot’® 0.523 23.675 <0.0001 OB
linaloIM® 0.526 23.476 < 0.0001 OB
7-epi-1,2-dehidro-sesquicineol®®  0.531 23.008 <0.0001 OB
epoxi-alo-aromadendrenoS® 0.546 21.627 <0.0001 AB
nd17* 0.559 20551 <0.0001 OB
nd10* 0.562 20.236 < 0.0001 OB
27, 6E-farnesols° 0.564 20.131  <0.0001 OB
Z-p-mente-2-en-1-0IMO 0,572 19.433 <0.0001 OB
terpinen-4-o0IM© 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 metila™ 0.603 17.105 < 0.0001 AB
a-pineno™ 0.607 16.838 < 0.0001 SSa
6xido de cariofileno®® 0.632 15.138 < 0.0001 AB
nd12* 0.635 14963 <0.0001 OB
y-terpinenotM 0.649 14.066 < 0.0001 OB
limonenotM 0.662 13.257 < 0.0001 OB
B-pineno™ 0.723 9.971 0.0002 SSa

*Metabolitos ordenados conforme poder discriminante; (*)= Varidveis com maior poder
discriminante; p-valor calculado inferior ao alfa (0.05) indica que a variavel difere entre classes pela
DA; (*)= regido sudeste, (**)= regido sul; FE= fenilpropanoide, SO= sesquiterpeno oxigenado, HS=
hidrocarboneto sesquiterpénico; MO= monoterpeno oxigenado, HM= hidrocarboneto monoterpénico,
AL-= aldeido.



Tabela 14. Continuag&o...

Variavel Lambda F? p-valor Dl?opgla_gao
iscriminada
nd20* 0.726 9.804 0.0002 OB
nd2* 0.816 5.85 0.0051 OB
nd5* 0.88 3.548 0.0359 OB
a-terpineolM© 0.918 2.338  0.1066 -
nd13 0.918 2.338 0.1066 OB
3-cadineno™® 0.924 2.148  0.127 OB
dehidro-sesquicineols®  0.924 2.129  0.1292 OB
nd14* 0.927 2.048 0.1392 OB
nd18* 0.981 0.509 0.604 OB

nd6® - - - -

*Metabdlitos ordenados conforme poder discriminante; (*)= Variaveis com maior poder
discriminante; p-valor calculado inferior ao alfa (0.05) indica que a variavel difere entre
classes pela DA; (*)= regido sudeste, (**)= regido sul; FE= fenilpropantide, SO=
sesquiterpeno oxigenado, HS= hidrocarboneto sesquiterpénico; MO= monoterpeno

oxigenado, HM= hidrocarboneto monoterpénico, AL= aldeido.
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Grafico 15. Analise Discriminante para validacdo da divergéncia quimica nos 6leos essenciais das populacdes de Lychnophora pinaster
provenientes das regides sul, AB e SSa, e sudeste, OB, do Estado de Minas Gerais - Brasil. Diagrama vetorial exibindo as correlagdes negativas

e positivas dos metabc')litos com o primeiro fator.
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Grafico 16. Analise Discriminante para validacdo da divergéncia quimica nos 0leos
essenciais de AB e SSa, provenientes do municipio de Carrancas, localizado na regido sul
do Estado de Minas Gerais - Brasil. Grafico de escores (A) e diagrama vetorial exibindo as
correlagfes negativas e positivas dos 16 metabdlitos com o primeiro fator (B).
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Tabela 15. Teste Unidimensional de Igualdade das Médias das Classes quimicas formadas
pelos 6leos essenciais das populaces SSa e AB via Analise Discriminante. As populacdes
AB e SSa sdo provenientes da regido sul do Estado de Minas Gerais - Brasil.

Variavel Lambda = p-valor I?opyla_gao
Discriminada
ndl 0.624 15.671* 0.001 AB
E-cinamato de metila™ 0.686 11.910*  0.002 SSa
Z-cinamato de metila™ 0.742 9.020*  0.006 AB
E-cariofileno™ 0.759 8.269*  0.008 AB
a-pineno™ 0.771 7.741*  0.010 SSa
a-humuleno™s 0.784 7.144*  0.013 AB
B-pinenotM 0.790 6.922 0.014 SSa
isolongifolan-7-a-015° 0.796  6.674  0.016 AB
selina-3,11-dien-6-a-0l5° 0.838 5.018 0.034 AB
oxido de cariofileno®® 0.858 4315 0.048 AB
Z-sesquilavandulol®© 0.867 3.974  0.057 AB
epoxi-alo-aromadendrenoS® 0.883  3.439  0.075 AB
limoneno™ 0926 2.070 0.162 SSa
y-terpineno™™ 0967 0.885 0.356 SSa
a-terpineol™M© 0.997 0.078 0.782 SSa
terpinen-4-oIM© 1.000 0.001  0.981 SSa

*Metabdlitos ordenados conforme poder discriminante; (*)= Variaveis com maior poder discriminante;
p-valor calculado inferior ao alfa (0.05) indica que a variavel difere entre classes pela DA;"M=
Hidrocarboneto monoterpénico, M°=Monoterpeno oxigenado, "= Fenilpropandide, "= Hidrocarboneto
sesquiterpénico, S°= Sesquiterpeno oxigenado.

5.4. Relacgdo entre a Quimica e os Fatores Ambientais

5.4.1. Populagdes do Sul versus Populagéo do Sudeste

Através da Analise de Redundancia (RDA) foi verificado que um
total de 92.7% da variacdo quimica no 6leo essencial entre populacdes foi explicada pelos
solos e 7.3% ndo foi explicada por este preditor. O Gréafico 17 apresenta os resultados da
relacdo linear (p-valor: < 0.0001; alfa 0.05) entre os metabolitos que caracterizam os 6leos
essenciais de AB, OB e SSa (GRAFICO 15), denominados na anélise como variaveis
respostas ou Y, e as variaveis que caracterizam os seus solos de origem (GRAFICO 8B),
denominadas de variaveis explicativas ou X.

Quando as coordenadas geograficas e a altitude foram consideradas
como Vvaridveis explicativas (X) foi verificado que 53.5% da variacdo quimica no dleo
essencial entre populagdes foi explicada por estes preditores e 46.5% né&o foi explicada,
tendo o modelo RDA indicado relagéo linear (p-valor: < 0.0001; alfa 0.05) entre os

metabolitos (Y) caracteristicos do 6leo essencial de OB (Cluster 1) com a latitude e a
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longitude (GRAFICO 18A-B). Nenhuma relacgéo linear entre os metabdlitos de AB e SSa
com estes fatores ficou evidente (GRAFICO 18A-B). Uma certa tendéncia dos
monoterpenos a-pineno e B-pineno se correlacionarem com a altitude foi verificada para
amostras coletadas na populacdo SSa (GRAFICO 18A-B). Porém, para este caso, cautela
deve ser tomada com relagdo ao resultado, uma vez que os pontos X e Y destas varidveis
nédo estdo muito proximos.

Comparado aos das populagdes da regido sul (SSa e AB), o solo de
origem da populagdo 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/dm?,
respectivamente), Ca e Mg (13.4 e 2.3 mmolc/dm3, respectivamente) (TABELA 10,
GRAFICO 17). Uma proposicao inicial foi a de que, como o Mg e algumas vezes Mn esto
associados com o estreito requerimento das sesquiterpenos sintates a ions de metais
divalentes como cofatores para exercer atividade enzimatica 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 populacdo OB estariam contribuindo para a predomiancia
dos sesquiterpenos em seu 6Oleo essencial, pois maior atividade das sesquiterpenos sintases
poderia estar ocorrendo em funcao da maior disponibilidade destes cofatores, especialmente
Mg.

No entanto, isto pode ndo acontecer, pois se observarmos os valores
de pH dos solos de todas as populac¢des estudadas (OB= 3.6, SSa= 3.9 e AB=4.0) (TABELA
10), que é muito acido, poderiamos supor que a influéncia do Mg pode ser, a principio,
destarcada, uma vez que em condic6es de pH muito acido a sua disponibilidade para a planta
no solo é reduzida, pois a sua solubilidade diminui; o que pode ser observado entdo para
todas as populacGes. Para Mn pode ser o contrario, pois a elevacdo do pH é que o torna
indisponivel para planta, sendo que em pH baixo, ele encontra-se disponivel. De acordo com
Silva e Souza (1998), nutrientes como K, Ca, Mg, N, S, B e P estdo menos disponiveis par
a planta em solos com pH baixo e outros, como Fe, Cu, Mn e Zn mostram comportamento
inverso. Porém, solos muitos acidos podem intoxicar a planta por Mn (ARQUIVOS DO
AGRONOMICO, 2010). Assim, esta questido deve ser melhor investigada em estudos
adicionais com L. pinaster, em situacdes preferencialmente controladas.

O ¢é mais provavel de estar acontecendo neste caso € que esteja
ocorrendo expressdo diferencial de genes que codificam estas sesquiterpenos sintases em

funcdo das condi¢bes ambientais locais, 0 que acaba gerando perfil quimico diferente entre
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populagdes das regides. Por outro lado, outros preditores ambientais podem estar modulando
a atividade de reacOes catalizadas pela fenilalanina amonia liase (PAL) nas populagdes da

regido sul (AB/SSa), cuja rota biossintética do acido chiquimico € a predominante.



Grafico 17. Andlise de Redundancia entre as composi¢oes quimicas dos solos de origem (X) e os metabolitos dos 6leos essenciais (YY)
caracteristicos das populac¢des de Lychnophora pinaster. Populacfes AB e SSa sdo provenientes da regido sul e OB é proveniente da regido
sudeste do Estado de Minas Gerais — Brasil.
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Grafico 18. Analise de Redundancia entre os fatores latitude, lontigude e altitude (X) e os metabolitos dos 6leos essenciais (Y) caracteristicos
das populagdes de Lychnophora pinaster. AB e SSa s&o provenientes da regido sul e OB é proveniente da regido sudeste do Estado de Minas

Gerais - Brasil.
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5.4.2 Populagdes do Sul

Quando apenas AB e SSa foram consideradas no modelo RDA (p-
valor 0.018; alfa= 0.05), a-pineno, [B-pineno e E-cinamato de metila, principais
discriminantes do 6leo essencial de SSa (GRAFICO 16B), tenderam a associar-se com a
longitude e a elevada altitude (1292 m) (GRAFICO 19A-B), caracteristica do local de
origem da populacdo SSa (TABELA 2). Isto pode sugerir a participacdo destes metabolitos
no processo de protecdo vegetal contra danos causados por estresse relacionados a altitude,
como elevado indice de radiacdo UV, por exemplo; merecendo ser investigado. Os
sesquiterpenos (E-cariofileno, a-humuleno, Z-sesquilavandulol, nd1, éxido de cariofileno,
selina-3,11-dien-6-0-0l,  epoxi-alo-aromadendreno e isolongifolan-7-0-0l) e o
fenilpropandide Z-cinamato de metila, discriminantes do 6leo essencial de AB (GRAFICO
16B) se relacionaram com a latitude (GRAFICO 19A-B). Latitude, longitude e altitude
explicaram somente 25.4% da variagdo quimica no dleo essencial entre AB e SSa, ao passo
que 74.6% da variacdo nao foi explicada por estes preditores.

Relacdo linear dos metabdlitos caracteristicos dos 6leos essenciais
de SSa e AB com as varidveis que discriminam os seus solos de origem (GRAFICO 9B)
também foi revelada (p-valor 0.048; alfa= 0.05), como entre S, Al e Cu com os metabolitos
o-pineno, B-pineno e E-cinamato de metila para as amostras coletadas em SSa (GRAFICO
20A-B) e entre as variaveis de solo Zn, B e pH com sesquiterpenos e o fenilpropandide Z-
cinamato de metila para amostras coletadas em AB (GRAFICO 20A-B). Foi verificado que
49.7% da variagdo quimica dos 6leos essenciais entre AB e SSa foi explicada pelos solos,
ao passo que 50.3% nao foi explicada.

A influéncia de fatores ambientais na composi¢ao quimica dos 6leos
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
familias, como Hyptis suaveolens (Lamiaceae), cujo maior acimulo de hidrocarbonetos
monoterpénicos foi verificado nos 6leos essenciais de individuos crescendo em locais de
maiores altitudes e solo com maior teor de Cu (OLIVEIRA et al., 2005), corroborando com
o atual estudo. Maior actimulo de hidrocarbonetos monoterpénicos, como o a-pineno e f3-
pineno em folhas de Pistacia lentiscus L. (Anacardiaceae) também ocorreu em maiores
altitudes (SAID et al., 2011). O mesmo para a-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 (1.) Moench (Poaceae) (SANTIAGO et al., 2000; KOVACIK 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), infec¢cdo por fungos e 0s baixos niveis
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 relagdo aos teores de matéria
organica (MO), P, Al, H+Al, Ca, Mg, S, B, Fe, Mn e Zn (TABELA 10, GRAFICO 8); o que
poderia contribuir para 0 maior acimulo de E-cinamato de metila no 6leo essencial das

populacdes provenientes do sul, merecendo estudos complementares.
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Grafico 19. Analise de Redundancia entre os fatores latitude, longitude ¢ altitude “X” ¢ a
composic¢ao quimica dos dleos essenciais “Y” das popula¢des de Lychnophora pinaster AB

e SSa, provenientes da regido sul de Minas Gerais.
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Grafico 20. Andlise de Redundancia entre as composi¢des quimicas dos solos de origem
“X” e 6leos essenciais “Y” das populagdes de Lychnophora pinaster AB e SSa, provenientes
da regido sul de Minas Gerais.
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5.5. Correlagéo entre Quimica e Genética

Apos verificagdo do papel dos preditores ambientais na variagdo da
composi¢do quimica dos 6leos essenciais na se¢do anterior, nesta atual secdo, foi analisada
a importancia do fator genético (dados SSR: marcador neutro) em explicar tal variagéo.

Para tanto, valores dos coefientes de correlagdo matricial (r) simples
e parciais obtidos das relagOes entre “quimica Vs preditores ambientais” e “quimica VS

preditor genético” foram comparados para constatar qual dos preditores (ambiental ou
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genético) sdo os mais importantes para explicar a variagdo da composi¢do quimica do dleo
essencial em L. pinaster.

Inicialmente, foi realizado um teste de correlacdo matricial simples
entre as distancias Euclidianas quimica e genética das trés populacdes pelo teste de Mantel,
que gerou um r=0.553 (p-valor < 0.0001). Este valor foi inferior ao r obtido da correlagéo
simples entre as matrizes das distancias Euclidianas obtidas para os dados quimicos e das
distancias geograficas (r= 0.970; p-valor < 0.0001).

Um alto ou baixo valor do coeficiente de correlagdo 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 correlagdes
matriciais parciais, pode-se remover o efeito de uma terceira matriz sobre a associacao
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 distancia geografica foi controlado, o coeficiente
de correlagdo parcial entre quimica e a genética (rp= 0.121; p-valor= < 0.0001) tornou-se
mais baixo que o coeficiente de correlacdo simples (r= 0.553), obtido anteriormente. Por
outro lado, quando o efeito da genética foi controlado, o coeficiente de correlagdo parcial
entre quimica e a distancia geogréfica foi positivo, forte e significativo (rp=0.943, p-valor=
< 0.0001), bastante similar ao coeficiente de correlacdo matricial simples obtido
anteriormente (r= 0.970). Um forte, positivo e significativo coeficiente de correlagédo
matricial simples entre as distancias Euclidianas obtidas para os dados de nutrientes do solo
e composicdo quimica dos Oleos essenciais também foi obtido (r= 0.909; p-valor< 0,0001).

Estes dados sugerem que os marcadores microssatélites (marcadores
neutros) estdo até certo ponto correlacionados ao perfil quimico do éleo essencial. Esta
correlagéo, no entanto, embora positiva, é fraca (Mantel parcial, r=0.121), sugerindo que a
deriva genética ndo é o principal fator influenciando no polimorfismo quimico do 6éleo
essencial das populagdes de L. pinaster. Contudo, r= 0.121 pode ser o reflexo da variagéo
entre os fenotipos quimicos dentro de cada populacdo levando em conta o rendimento e a
composicdo quimica de Oleo essencial (GRAFICOS 10, 11, 12 e 23A). Partindo do
pressuposto de que cada fenotipo esta potencialmente submetido as mesmas condicoes

ambientais dentro da populacdo (mesma estrutura de solo, clima, etc), é bem provavel que,
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neste caso, a base para a variacdo intrapopulacional esteja relacionada & composi¢édo genética
de cada individuo.

O que estes resultados apontam, principalmente, é que o
polimorfismo quimico do 6leo essencial de L. pinaster tende mais a ser o reflexo de uma
selecéo natural de acordo com os fatores ambientais locais. Isto poderia ajudar a explicar o
porqué de um material proveniente de uma populagéo nativa de Lavras - Minas Gerais, cujo
constituinte majoritario era o sesquiterpeno oxigenado cedr-8(15)-en-9-alfa-ol, passou a
produzir o fenilpropandide E-cinamato de metila como majoritario quando cultivado em
Botucatu - Sdo Paulo (HABER, 2008).

Estes resultados mostram um avanc¢o no conhecimento dos fatores
que determinam a quantidade e a qualidade do 6leo essencial de L. pinaster. A variacao na
proporcéo relativa média entre populacdes evidencia o valor ecologico adaptativo na
producdo destes metabolitos. Porém, tal variacdo pode comprometer a eficécia terapéutica
dos 0leos essenciais e dos extratos.

5.6. Composicdo Quimica dos Extratos Etandlicos das Populacbes de

Lychnophora pinaster

A escolha pela investigacdo de extratos polares de L. pinaster foi
devido ao fato da planta na medicina tradicional ser utilizada em prepara¢6es alcodlicas ou
hidroalcodlicas. De acordo com os dados de literatura, os principios ativos dos extratos de
L. pinaster sdo 15-deoxi-goiazensolido (massa molecular= 344), acido cafeico (180), &cido
isoclorogénico (354), vitexina (432), isovitexina (432), acido E-lichnoférico (254), ao-
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;
ALCANTARA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 1996; SILVEIRA et al., 2005a; KELES et
al., 2011; ABREU et al., 2011; ABREU et al., 2013).

A andlise dos extratos etandlicos por UHPLC-ESI-MS no modo
negativo foi considerada apropriada para 0 monitoramento destes principios ativos, uma vez
que no modo positivo nenhum ion dos principios ativos foi observado. Assim, somente 0s

resultados em modo negativo séo apresentados.
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5.6.1. Caracterizacdo Qualitativa dos Extratos

A Figura 9 apresenta os espectros ESI-MS no modo negativo dos
fingerprints das amostras dos extratos etandlicos de cada populacdo de L. pinaster. Embora
nenhuma abordagem quimiométrica tenha sido realizada, comparacdo visual direta dos
fingerprints ESI-MS seguiu 0 mesmo padrdo espacial apresentado pelos 6leos essenciais,
onde populacdes do sul (AB/SSa) apresentaram perfil quimico similar, enquanto a populacéo

OB (sudeste) apresentou perfil quimico divergente das demais (FIGURA 9).

Figura 9. Espectros ESI(-)-MS dos extratos etandlicos das populacdes de Lychnophora
pinaster AB (A), OB (B) e SSa (C). AB e SSa sdo provenientes da regido sul e OB da regiao
sudeste do Estado de Minas Gerais - Brasil. Scans na extensdo de 100-800 m/z, modo

negativo.
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i 2o ) o \ 5%
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As amostras dos extratos de AB e SSa compartilharam 0s mesmos
ions, sendo o de m/z 313 o mais intenso (FIGURA 9A e C). Na amostra do extrato da
populacdo OB, o ion de m/z 233 foi 0 mais intenso, seguido dos ions de m/z 191, 249, 515 e
353 (FIGURA 9B). Os ions 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 trés
populacbes também compartilharam em intensidades baixas o ion de m/z 593, (FIGURA 9A,
BeC).
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Utilizando uma eluigdo cromatografica com deteccdo por ESI-MS
em modo negativo também foi possivel notar as semelhancas entre os perfis cromatograficos
dos extratos das populacGes SSa e AB em contraste ao perfil cromatografico da amostra de
OB (FIGURA 10A,B e C).

Figura 10. Cromatogramas UHPLC-MS em modo negativo dos extratos etandlicos das
partes aéreas das populacdes de Lychnophora pinaster SSa (A), OB (B) e AB (C). AB e SSa
sdo provenientes da regido sul e OB da regido sudeste do Estado de Minas Gerais - Brasil.
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5.6.2. Busca pelos Principios Ativos

Dos 12 metabdlitos ja registrados em L. pinaster cujas atividades
biolégicas foram comprovadas na literatura (TABELA 1) trés - acido clorogénico,
quercetina e friedelina — foram identificados nas amostras dos extratos das populagdes
estudadas. Adicionalmente, foram identificados os acidos p-cumarico e dicafeoilquinico. As

suas estruturas estdo apresentadas na Figura 11.
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Figura 11. Estruturas quimicas dos compostos identificados nos extratos etandlicos da parte
aérea das populacdes de Lychnophora pinaster AB, SSa e OB. AB e SSa séo provenientes

da regido sul e OB da regido sudeste do Estado de Minas Gerais - Brasil.
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*Estruturas quimicas obtidas do banco de dados de estruturas quimicas ChemSpider.

Na Tabela 16 é possivel verificar com detalhes os resultados do

monitoramento dos principios ativos utilizando UHPLC-ESI-MS/MS e GC-MS, onde sao

apresentadas a quantidade de ions detectados por populacéo, o tempo de retencdo (tr) e 0

método de idenficacdo utilizado.

Nas populacGes AB e SSa foram encontrados oito ions com m/z

compativel as massas moleculares dos principios ativos descritos na Tabela 1 e sete ions na

populacéo OB (TABELA 16).

Com o0 uso de padrdes comerciais do &cido clorogénico e da
quercetina (FIGURA 12A e E), por UHPLC, os ions de m/z 353 (tr= =3.04 min) e 301 (tr=
=5.41 min) foram identificados em todas as popula¢des (FIGURAS 13B e E; 14B e E; 15B

e E).
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Os ions de m/z 343 e 253 apresentaram relacdo m/z compativel com
0s principios ativos 15-deoxi-goiazensolido e &cido E-lichnoforico, respectivamente
(TABELA 1), sugerindo a presenca destas substancias nos extratos. Porém, necessitam de
anélises complementares para a inequivoca elucidacdo estrutural das substancias. Os
espectros de fragmentacdo ESI(-)-MS/MS destes dois ions sdo apresentados nos Apéndices
10 e 11.

Adicionalmente, em todas as populacGes, o ion de m/z 163 (tr=
=4.06 min) foi identificado como o &cido p-cumarico por meio da comparacao com padrao
comercial (FIGURAS 12D, 13D, 14D e 15D) e os de m/z 515 (tr= =4.24/4.63 min) como
derivados do acido dicafeoilquinico (FIGURAS 13C, 14C e 15C) através da comparacao dos
espectros de fragmentacdo ESI(-)-MS/MS (FIGURA 16) com a literatura (MORAES et al.,
2009).

Nas analises também foram utilizados os padrGes 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 substancias ndo foram detectadas nos extratos das popula¢des estudadas.

Um isdmero da vitexina foi detectado nos extratos de AB e SSa (tr=
5.45 min) (FIGURAS 13A e 14A) e dois isdmeros do acido clorogénico (tr= =2.48/3.17
min) foram detectados nos extratos das trés populacdes (FIGURAS 13E, 14E e 15E).

O ion de m/z 426 (tr= = 48.0 min), detectado por GC-MS, foi
identificado como a friedelina mediante a comparacéo 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 analise dos extratos das populacdes de Lychnophora
pinaster AB, SSa e OB por UHPLC-ESI-MS/MS em modo negativo e GC-MS.

Quantidade

Populacéo d_e ions (rr:?n) ES Enl\;lz H] Identificacdo I del\rft(ie;?ci%éo
registrados
AB
Regido Sul 1 2.49 353* isbmero acido clorogénico
2 3.04 353* acido clorogénico 1
3 3.19 353* isdbmero acido clorogénico
4 4.05 163 acido p-cumarico 1
5 4.24 515 acido dicafeoilquinico 2
6 4.63 515 acido dicafeoilquinico 2
7 541 301* quercetina 1
8 5.45 431* isbmero vitexina
9 6.59 343*
10 6.61 253*
11 48.13 426* friedelina 3
SSa
Regido Sul 1 2.48 353* isbmero acido clorogénico
2 3.04 353* acido clorogénico 1
3 3.17 353* isbmero acido clorogénico
4 4.06 163 acido p-cumarico 1
5 4.24 515 acido dicafeoilquinico 2
6 4.62 515 acido dicafeoilquinico 2
7 5.43 301* quercetina 1
8 5.45 431* isbmero vitexina
9 6.59 343*
10 6.80 253*
11 47.82 426> friedelina 3
OB
Regido Sudeste 1 2.48 353* isbmero acido clorogénico
2 3.05 353* acido clorogénico 1
3 3.16 353* isbmero acido clorogénico
4 4.06 163 acido p-cumarico 1
5 4.25 515 acido dicafeoilquinico 2
6 4.60 515 acido dicafeoilquinico 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 padrdo comercial da substancia;
2=Comparagdo do espectro de massa obtido por UHPLC com espectro de massa da literatura;
3=Comparagdo do espectro de massa obtido por GC-MS com espectro de massa da literatura.

*= Jons monitorados nos extratos.
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Figura 12. Cromatogramas UHPLC-MS em modo negativo dos padrdes 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) &cido p-cumaérico — m/z de 163, tR 4.05 min; (E) &cido clorogénico —

m/z de 353, tR 3.05 min.
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Figura 13. Cromatogramas UHPLC-MS em modo negativo do extrato etanolico da populacdo AB, selecionando os ions (A) de m/z 431 —
vitexina, (B) de m/z 301- quercetina, (C) de m/z 515 — derivados do acido dicafeoilquinico, (D) de m/z 163 — &cido p-cumérico, (E) de m/z 353

—acido clorogénico. Populacéo proveniente de Carrancas, regido sul do Estado de Minas Gerais — Brasil.
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Figura 14. Cromatogramas UHPLC-MS em modo negativo do extrato etandlico da populacdo SSa, selecionando os ions (A) de m/z 431 —
vitexina, (B) de m/z 301- quercetina, (C) de m/z 515 — derivados do acido dicafeoilquinico, (D) de m/z 163 — &cido p-cumérico, (E) de m/z 353

—acido clorogénico. Populacéo proveniente de Carrancas, regido sul do Estado de Minas Gerais — Brasil.
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Figura 15. Cromatogramas UHPLC-MS em modo negativo do extrato etanolico da populacdo OB, selecionando os ions (A) de m/z 431 —
vitexina, (B) de m/z 301- quercetina, (C) de m/z 515 — derivados do &cido dicafeoilquinico, (D) de m/z 163 — &cido p-cumérico, (E) de m/z 353
—acido clorogénico. Populacao 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 ions de m/z 515 —
derivados do &cido dicafeoilquinico - encontrados nos extratos etanolicos das partes aéreas
das populacdes de Lychnophora pinaster AB (A-B), SSa (C-D) e OB (E-F). AB e SSa séo
provenientes da regido sul e OB da regido sudeste do Estado de Minas Gerais - Brasil.
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Nove dos ions detectados em modo negativo nas amostras de
extratos etandlicos das populacdes de L. pinaster foram observados em fingerprints ESI(-)
de extratos hidroalcodlicos de Lychnophora sp. (MORAES et al., 2009), tendo as seguintes
estruturas atribuidas: m/z 255 - pinocembrina (L.pohlii), m/z 207 - ndo identificado (L.
candelabrum), m/z 315 - 3-metil-quercetina (L. candelabrum, L.pohlii, L.peusovilosissima e
L.visolissima), m/z 353 — derivados do &cido cafeoilquinico (L. candelabrum, L.pohlii,
L.peusovilosissima e L.visolissima), m/z 463 - quercetina 3-glucosideo (L. candelabrum, L.
pohlii e L.visolissima), m/z 515 — derivados do &cido dicafeolquinico (L. candelabrum,

L.pohlii; L.peusovilosissima e L.visolissima), m/z 529 - &cido cafeoilferuloilquinico (L.
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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 - ndo identificado (L.
pseudovilosissima).

Adicionalmente, as massas da quercetina, do acido p-cumarico e do
acido clorogénico nos extratos foram determinadas utilizando os valores de b e a das
equacdes das retas geradas pelas curvas de calibracdo (GRAFICO 21A, B e C). As curvas

de linearidade de todos os analitos apresentaram coeficiente de correlacédo (r) > 0.9900.

Grafico 21. Curva de calibracdo obtida pelo método do padrdo externo com diferentes
concentragdes (ng) dos padrdes comerciais de &cido clorogénico (A), &cido p-cumarico (B)
e quercetina (C) para a determinacdo das concentraces dos analitos por grama de extrato
das populacdes AB, SSa e OB.
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A quantidade de quercetina, &cido p-cumérico e do A&cido
clorogénico foi expressa por grama de extrato etandlico para cada populagdo, enquanto a
quantidade de friedelina foi expressa em propor¢do relativa nos extratos, conforme

apresentado na Tabela 17.
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Tabela 17. Massa de acido clorogénico, acido p-cumarico e de quercetina por grama de
extrato etandlico e proporcdo relativa (%) de friedelina nos extratos etandlicos das
populacgdes (Pop) de Lychnophora pinaster (SSa, AB e OB).

pop T Massa----------=-==mmmmmmmmen oee (%)-----
acido clorogénico® acido p-cumarico® quercetina® friedelina”
SSa 2.06 mg 60.0 pg 0.45mg 19.6
AB 2.42 mg 51.4 ug 0.59 mg 24.0
OB 1.95 mg 34.4 ng 0.75 mg 16.4

aAnalise e identificacio por UHPLC-ESI-MS/MS; PAnalise e identificacdo por GC-MS.
AB e SSa: regido sul e OB: regido sudeste, Minas Gerais - Brasil

Os extratos das trés populagdes apresentaram quantidade similar de
acido clorogénico, com destaque para AB (2.42 mg). O extrato de SSa apresentou maior
quantidade de &cido p-cumérico por grama de extrato (60 pg) e o extrato de AB maior
proporcao relativa de friedelina nos extratos (24.0%). Comparada as populag¢fes do sul a
populacdo 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 ions dos
principios ativos descritos na literatura para a espécie (TABELA 1), outras substancias
polares e que contem funcgdes acidas, como fenois e acidos carboxilicos, mais facilmente
desprotonadas e, consequentemente, analisadas no modo negativo (COLE, 1997; VESTAL,

2001) podem estar presentes nos extratos.

5.7. Rendimento dos Oleos Essenciais e Extratos

Foram obtidas grande quantidade de extratos de todas as populagdes

estudadas. O rendimento entre populacdes foi muito similar (GRAFICO 22).
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Grafico 22. Rendimento (%) dos extratos etanodlicos das populagbes de Lychnophora
pinaster AB e SSa, provenientes da regido sul, e OB, da regido sudeste do Estado de Minas
Gerais — Brasil.
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Quanto ao rendimento de 6leo essencial, dentro das populacdes,
foram registradas variages do rendimento entre acessos, evidenciando comportamento
fenotipico diferencial (GRAFICO 23A).

Embora baixa, maior variabilidade fenotipica de rendimento
intrapopulacional foi constatada em SSa (c?= 0.09), seguido de AB (62=0.05) e OB (¢°=
0.0004).

Diferencas significativas quanto ao rendimento médio de oleo
essencial foram constatadas entre populacdes (GRAFICO 23B), tendo SSa e AB maior
rendimento médio de dleo essencial (0.57% e 0.41%, respectivamente) e OB 0 menor
(0.03%).

Comparando os padr@es do Grafico 6A, de altitude, com o de
rendimento médio de 6leo essencial, Grafico 23B, é possivel constatar que ndo existe uma
relacdo de quanto maior a altitude maior o rendimento ou vice-versa.

Como o teste de Mantel revelou fraca correlagdo entre as matrizes
de altitude e de rendimento de dleo essencial (r= 0.28; p= 0.0005; 999 permutacdes) e
nenhuma correlacdo entre as matrizes de distancia dos dados obtidos para os nutrientes dos
solos com o rendimento (r=0.1049; p= 0.2349; 999 permutac6es), um indicativo é o de que
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outros fatores possam ter contribuido para a maior producdo de Oleo essencial pelos
individuos provenientes das populaces AB e SSa (sul).

Uma proposicao € a de que a precipitacdo seja um dos fatores que
influenciaram no rendimento de dleo essencial, uma vez que na regido de AB/SSa o volume
de chuvas foi maior (229 mm) do que na regido de OB (sudeste) (59 mm) (GRAFICO 5B).
Associados a precipitacdo, as condi¢Oes de temperatura e radiacdo dos seus locais de origem
(dados ndo mensurados) podem ter favorecido o acumulo de dleo essencial, merecendo
estudos complementares.

Incremento no rendimento de 6leo essencial de Aloysia triphylla
Royle (Verbenaceae) e de Mentha L. (Lamiaceae) em fungdo de maior precipatagéo e de
condicdes ideiais de radiacdo e de tempetura foi observado (DESCHAMPS et al., 2008;
PAULUS et al., 2013).
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Grafico 23. Rendimento (%) dos 6leos essenciais dos 55 individuos de Lychnophora pinaster estudados (A) e rendimento médio dos 6leos
essenciais das populagdes (B) AB e SSa, proveniente da regido sul, e OB, proveniente da regido sudeste do Estado de Minas Gerais — Brasil

(B). Acessos AB_5 até AB_23: provenientes pop AB, de Carrancas (regido sul); SSa_2 até SSa_25 provenientes pop SSa, de Carrancas (regido sul); OB_2 até OB_36 provenientes da pop
OB, entre os municipios de Moeda e Itabirito (regido sudeste).
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*Médias com mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade; Teste de Fisher < 0.0001. R? (coeficiente de determinacdo)= 0.64, ou seja, 62% da
variabilidade esta sendo explicada pela variavel exploratdria. Desvio padrdo= 0.31. Acessos com maior rendimento de dleo essencial estdo marcados com asterisco (*).
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5.8. Estudo in vitro da Atividade Tripanocida e de Citotoxicidade dos Extratos

Etandlicos e dos Oleos Essenciais

Os dados apresentados séo referentes a ensaios realizados utilizando
a forma amastigota de T. cruzi (cepa Y - Tcll), que sdo estagios evolutivos arredondados,
com inconspicuos flagelos e que se multiplicam dentro das células hospedeiras, sendo
responsaveis, portanto, pela amplificacdo parasitologica da doenca de Chagas
(CARVALHO E SOUZA, 1986; BRENER, 1997; TEIXEIRA et al., 2011).

Células hospedeiras U20S foram infectadas por tripomastigotas 24h
antes da adi¢do do composto de referéncia benznidazol -droga comercial utilizada para tratar
infeccdes devidas ao T. cruzi-, dos Gleos essenciais e dos extratos. A linhagem de células
U20S, derivada de osteosarcoma humano, cresce em monocamada e apresenta citoplasma
grande; o que permite boa quantificacdo dos amastigotas em experimentos de Analises de
Alto Contetido (GENOVESIO et al., 2011).

Na Andlise de Alto Conteudo, cada parasita intracelular foi
detectado e quantificado (numero de spots). As células hospedeiras que continham pelo
menos um spot dentro do citoplasma foram consideradas infectadas. Na Figura 17 é possivel
comparar visualmente resultados obtidos através do Operetta para deteccdo das formas
amastigotas em células hospedeiras infectadas (controle negativo= células hospedeiras + T.
cruzi + DMSO 1%) com relacdo a celulas ndo infectadas (controle positivo= células
hospedeiras + DMSO 1%).

Apos 24 h de infeccdo, células hospedeiras U20S foram expostas as
amostras (benznidazol, éleos essenciais e extratos etandlicos) por 4 dias, sendo submetidas
a 14 pontos de diluicdes seriados. Apos este periodo, as imagens das placas foram analisadas
e a atividade normalizada dos compostos foi plotada como curvas-dose resposta
(GRAFICOS 24 e 25). O valor médio do fator Z’, medida estatistica utilizada para mensurar
a qualidade e performance de ensaios de Anélise de Alto Conteudo, foi de 0.63, indicando
um ensaio de qualidade satisfatoria (ZHANG et al., 1999).



121

Figura 17. (A) Células U20S ndo infectadas: controle positivo para atividade; (B) células
U20S infectadas: controle negativo para atividade tripanocida; (C) secdo expandida para

mostrar a eficiéncia na detecc@o dos nucleos do parasita dentro da célula hospedeira. NH=
nacleo da célula hospedeira; NP= nucleo do parasita.
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No Apéndice 12 é possivel constatar a eficiéncia in vitro do
composto referéncia benznidazol em 400 e 100 uM, onde, praticamente, ndo foram
encontradas células U20S infectadas por amastigotas. Isto reflete na sua curva dose-resposta
(GRAFICOS 24A e 25A), que apresentou aumento da atividade antiparasitaria normalizada
(Normalized Activity) conforme aumento das concentracdes, sem diminuicdo da taxa de
células hospedeiras (Cell Ratio). O indice de Seletividade (IS) obtido para o benznidazol foi
> 11.8, indicando uma acédo suficientemente seletiva (TABELA 18). Em contrapartida,
baixos valores de IS foram obtidos tanto para os 6leos essenciais (SSa: 1.43; OB: 1.77)
guanto para extratos etanodlicos (AB: 0.40; SSa: 0.28; OB: 0.39) (TABELA 18).

Em 100 pg/mL, por exemplo, todos os 6leos essenciais e extratos
foram extremamente citotoxicos para as células hospedeiras U20S infectadas, eliminando-
as em praticamente 100% (APENDICES 13 a 18). Diminuig&o acentuada da taxa de células
hospedeiras foi verificada a partir da concentra¢do de 12.5 pg/mL, com destaque para a
maior citotoxicidade dos extratos, como pode ser constatado nas curvas de dose-resposta
(GRAFICOS 24 e 25) e comparando os testes com os 6leos essenciais (APENDICES 13, 14
e 15) com os testes com extratos (APENDICES 16, 17 e 18). Isto € reforcado pelos baixos
valores de CCso obtidos para os extratos (min.: 4.62 pg/mL, populacdo OB; max.: 13.03
pug/mL; populacdo SSa) em relacdo aos obtidos para os 6leos essenciais (min.: 41.05 pg/mL,
populacdo OB; max.: 85.27 pg/mL; populacdo SSa) (TABELA 18).

Como houve mortalidade das células U20S causada pela alta
concentracdo dos Oleos essenciais e extratos, houve reducéo no nimero de células infectadas
e, consequentemente, da atividade normalizada antiparasitaria (GRAFICOS 24 e 25).
Portanto, isto ndo indica atividade tripanocida das amostras. Através do ensaio com células
hospedeiras LLC-MK2 (células de Macaca mulatta, rhesus) ndo infectadas, onde foi
excluido o efeito citolitico do parasita, também foi verificada maior citotoxicidade conforme
aumento das concentracBes de dleos essenciais e, principalmente, de extratos (GRAFICO
26A-G); reforcando os resultados obtidos anteriormente.

Foi possivel constatar que as amostras de 6leos essenciais e
extratos de L. pinaster ndo apresentaram seletividade e atividade antiparasitaria, in vitro,
com relagdo as formas amastigotas de T. cruzi equivalente ou superior ao composto de

referéncia benznidazol, utilizado comercialmente para tratar a doenca de Chagas.
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Grafico 24. Curvas de dose-resposta para 0 composto de referéncia, benznidazol (A), e os 6leos essenciais das populacdes de Lychnophora
pinaster AB (B), OB (C) e SSa (D) testados em células U20S infectadas. Populagcdes AB e SSa, provenientes da regido sul do Estado de Minas
Gerais, e a populacdo OB, proveniente da regido sudeste do Estado de Minas Gerais- Brasil. Da esquerda para a direita, 0 eixo X contém o Log da
concentracdo crescente de 6leo essencial ou do composto referéncia e os 15 pontos de cada grafico representam as dilui¢des 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 pg/mL) e para 0 composto referéncia (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 uM).
Normalized Activity: Atividade antiparasitaria normalizada; Cell Ratio: Taxa de células hospedeiras.
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Graéfico 25. Curvas de dose-resposta para 0 composto de referéncia, benznidazol, e os extratos das populacGes de Lychnophora pinaster SSa
(B), OB (C) e AB (D) testados em células U20S infectadas. Populacdes AB e SSa, provenientes da regido sul do Estado de Minas Gerais, € a
populacdo OB, proveniente da regido sudeste do Estado de Minas Gerais- Brasil. Da esquerda para a direita, 0 eixo X contém o Log da concentragio
crescente de 6leo essencial ou do composto referéncia e 0s 15 pontos de cada gréafico representam as diluicdes 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 pg/mL) e para o0 composto referéncia (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 uM). Normalized
Activity: Atividade antiparasitaria normalizada; Cell Ratio: Taxa de células hospedeiras.
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Tabela 18. Valores de ECso, CCso € Indice de Seletividade (IS) para o composto referéncia (benznidazol), os 6leos essenciais e 0s extratos das
populagdes de Lychnophora pinaster contra amastigotas intracelulares de Tripanossoma cruzi, cepa Y. Populagdes AB e SSa, provenientes da
regido sul do Estado de Minas Gerais, e a populacdo OB, proveniente da regido sudeste do Estado de Minas Gerais - Brasil.

Valores de EC50/Trypanosoma cruzi

CC50 values/células hospedeiras

Composto (UM ou pg/mL) (UM ou pg/mL) IS
Média Desvio Padrdo Média Desvio Padrdo

Benznidazol 36.10 15.46 - - >11.8
Oleo Essencial AB ND - ND - ND
Oleo Essencial SSa 59.50 13.30 85.27 46.76 1.43
Oleo 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

ECso: concentracdo de composto correspondente a 50% da atividade normalizada apds 96 h de incubacéo;
CCso: concentracdo de composto correspondente a reducéo de 50% das células hospedeiras em comparagdo com o controle negativo;

IS ou Indice de Seletividade: razio CCso/ECso;
ND indica gque o valor ndo pode ser calculado.
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Grafico 26. Curvas de dose-resposta do teste de citotoxicidade para o composto de referéncia benznidazol (A), os 6leos essenciais (B, C, D) e
extratos etandlicos (E, F, G) das popula¢des de Lychnophora pinaster AB, SSa e OB em células LLC-MK2 ndo infectadas. Populacdes AB e
SSa, provenientes da regido sul do Estado de Minas Gerais, e a populacdo OB, proveniente da regido sudeste do Estado de Minas Gerais. *Da
esquerda para a direita, o0 eixo X contém o Log da concentracdo crescente de extrato e os 15 pontos de cada grafico representam as dilui¢@es 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 pg/mL); Cell Ratio: Taxa de células hospedeiras.
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5.9. Considerac6es Finais

Baseado nos estudos prévios realizados por Haber (2008), com
populagdes cultivadas em Botucatu e os obtidos no presente estudo, recomenda-se cautela
no estabelecimento de bancos ex situ de germoplasma para a obtencdo de 6leos 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 quimico
e ndo a deriva genética.

Outros fatores que podem eventualmente ter afetado a produgéo in
situ dos metabolitos € a intensidade, qualidade e duragdo do fator luz nos diferentes
ambientes. O aporte de carbono bem como a eficiéncia de assimilacdo pode alterar o uso e a
demanda do carbono do metabolismo especializado; merecendo também ser investigado.

Estudos com marcadores encontrados em regides codificadoras ou
com funcéo regulatoria sdo sugeridos, como a utilizagdo de marcadores gendmicos (SNPs)
para ensaios de polimorfismos associados a caracteristicas de producao dos principios ativos.

Polimorfismos quimicos do 6leo essencial e extrato de L. pinaster
devem existir em outras localidades do Cerrado do Estado de Minas Gerais, merecendo ser
investigados. Os fen6tipos provenientes da regido sul devem ser considerados quanto a
elaboracdo de qualquer estratégia futura visando identificacdo de fontes naturais de
principios ativos, como os agentes anti-inflamatorios E-cariofileno e a-humuleno (ACHE,
2013; HAN et al.; 2014); a-pineno e B-pineno, potencialmente utilizdveis 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 industria de cosméticos, perfumes, produtos de limpeza e
higiene (SHARMA e KANWARE, 2012).
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6. CONCLUSOES

(i)

(i)

Por meio dos estudos realizados, conclui-se que:

Existem diferentes niveis de diversidade genética dentro das populacdes e alto
nivel de diferenciacdo genética entre populacdes em Lychophora pinaster. Os
esforcos de conservacgéo in situ devem focar na preservacdo dos habitats de L.
pinaster da destruicdo e no aumento dos tamanhos populacionais, uma vez que o
pequeno tamanho populacional e a fragmentacdo fazem de L. pinaster uma
espécie que estd susceptivel as perdas de diversidade genética causada pelos
efeitos da endogamia e da deriva genética. E 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 conservagdo ex situ do
germoplasma da espécie. Além da relevancia de se considerar as estratégias
sugeridas para a conservacdo de L. pinaster, é estritamente necessario 0
monitoramento das populacfes remanescentes para que, de fato, seja evitada a
extin¢do da espécie.

O E-cinamato de metila, E-cariofileno e a-humuleno foram os constituintes mais
abundantes nos 6leos essenciais dos fendtipos das popula¢fes provenientes da

regido sul, enquanto os da regido sudeste foram caracterizados exclusicamente



(iii)

(iv)

v)

(vi)
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por sesquiterpenos, com auséncia de fenilpropandides. As populacoes
apresentam-se como fonte natural em potencial de compostos para a fabricagédo
de produtos alimenticios, farmacéuticos, perfumes, cosméticos, de higiene e
limpeza;

Mesmo padrao espacial de composi¢do quimica foi observado para os extratos,
onde as populacdes do sul apresentaram mesmo perfil quimico sob o ponto de
vista qualitativo, diferindo da populacao proveniente do sudeste. Dos principios
ativos registrados na literatura para a espécie, somente dois, quercetina e
friedelina, foram identificados nos extratos etandlicos das populacdes estudadas;
Mesmo ap6s 96 horas de exposicdo do parasita T. cruzi aos 6leos essenciais e
extratos etanolicos das trés populac@es naturais de L. pinaster, 0s mesmos nédo
apresentam seletividade e atividade antiparasitaria in vitro equivalente ou
superior ao composto de referéncia benznidazol, para as formas amastigotas
intracelulares. Portanto, nas condigdes de estudo, as amostras testadas ndo foram
capazes de eliminar eficientemente a infeccdo;

Com o aumento das concentracfes dos Oleos essenciais e extratos etanolicos,
houve aumento da citotoxicidade e, consequentemente, diminuigdo da taxa de
células hospedeiras (infectadas ou ndo infectadas). Os extratos etandlicos se
mostraram mais citotdxicos que aos 6leos essenciais;

Comparados a genética, os preditores ambientais se mostraram os elementos mais
relevantes para a variagdo quimica do 6leo essencial entre populacfes da espécie.
Isto indica que possivelmente o polimorfismo quimico do 6leo essencial esteja
ocorrendo mais como um reflexo de uma selecdo natural de acordo com os fatores
ambientais locais em cada populacdo e ndo devido a deriva genética. Isto é um
alerta quanto a utilizagdo de diferentes populagbes de L. pinaster como
fitoterapico de modo indiscriminado, uma vez que as diferencas na composi¢édo

guimica podem comprometer a sua eficacia terapéutica.
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APENDICES

APENDICE 1. Esquema representativo de ensaio de triagem de alto contetido (HCS).

Célula humana

Fixagdo, Corante, Leitura

Tripomastigotas N
hospedeira T.cruzi Compostos,
e
@ | L
T 2
Placas DRl Dl Dia3
do ensaio

Processamento dos dados

© Spotfire
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Andlise das Imagens

Sl

APENDICE 2. Anélise de alto conteido. A) Input, imagem de saida. B) Find Nuclei,
identifica os nucleos das células hospedeiras baseando-se na marcacéo nuclear. C) Find
Spots, identifica e quantifica o ponto que representa 0 DNA corado do parasita dentro
do citoplasma da célula hospedeira. D) Select Population, seleciona a células infectadas

células.

(verde) entre a populacéo total de
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APENDICE 3. Matriz de confusdo para classificacdo das amostras dos solos de origem das
populacdes AB, OB e SSa estimadas pela DA. As populagdes AB e SSa sdo provenientes da
regido sul e OB € proveniente da regido sudeste do Estado de Minas Gerais - Brasil.

del\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%

APENDICE 4. Matriz de confuso para classificacdo das amostras dos solos de origem das
populacdes AB e SSa, provenientes da regido sul, estimadas pela DA. As populacGes AB e
SSa sdo provenientes da regido 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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APENDICE 5. Composicao quimica dos dleos essenciais (%) dos acessos de Lychnophora pinaster provenientes da populagio
AB, Carrancas, Minas Gerais, Brasil. Na tabela, destaque em negrito para as substancias e classes quimicas mais abundantes do
oleo essencial.

. . AB AB AB .
Substancias IRc AB5 AB7 AB8 AB9 ABI10 1344 1345 AB11 1355 AB20 AB23 MEDIA
a-pineno™ 931 02 04 04 02 01 10 08 06 05 17 tr 0.5
B-pineno HV 974 04 03 04 02 01 16 14 04 03 19 tr 0.6
limoneno™ 1026 tr 02 03 02 01 03 02 02 03 04 tr 0.2

v -terpineno 1055 tr 03 04 02 01 02 02 03 03 01 tr 0.2
terpinen-4-o0IM© 1174 02 08 08 05 02 05 03 07 06 05 02 0.5
a-terpineol™© 1188 tr tr tr tr tr 0.2 tr tr Tr tr tr tr

Z-cinamato de metilaFP 1301 6.1 11 15 1.1 0.4 1.2 1.8 0.6 0.6 0.4 1.6 15
E-cinamato de metilaFP 1382 69.6 851 790 786 795 783 696 622 68.0 654 582 72.1

E-cariofileno™s 1418 95 62 93 92 117 83 146 121 182 158 138 11.7
a-humulenots 1452 26 18 28 28 35 25 42 36 53 48 43 3.5
ndl 1550 12 02 04 03 02 05 05 03 04 05 13 0.5

6xido de cariofilenos° 1581 48 15 23 31 21 20 34 16 25 39 94 3.3
Z-sesquilavandulol®© 1607 08 03 05 06 04 05 06 02 05 09 13 0.6
isolongifolan-7-a-0l° 1615 61 01 02 02 01 03 02 01 02 03 04 0.2

epoOxi-alo-aromadendreno>® 1630 09 02 03 06 02 06 05 02 03 08 17 0.6
selina-3,11-dien-6-a-0l%° 1634 25 06 09 15 0.7 12 13 0.5 0.8 1.6 3.5 14
HM= hidrocarboneto monoterpénico 06 12 15 08 04 31 26 15 14 41 tr 1.5

MO= monoterpeno oxigenado 02 08 08 05 02 07 03 07 06 05 02 0.5

FP= fenilpropanodide 75.7 86.2 805 79.7 799 795 714 628 68.6 658 59.8 73.6

HS= hidrocarboneto sesquiterpénico 12.1 8.0 121 12 152 108 188 157 235 20.6 18.1 15.2
0= sesquiterpeno oxigenado 91 27 42 60 35 46 60 26 43 75 163 6.1
TOTAL IDENTIFICADO 97.7 989 99.1 99.0 99.2 987 991 833 984 985 944 96.9

2[Rc= Indice de Retengio calculado; tr: trago (tr< 0,04).



APENDICE 6. Composi¢do quimica dos dleos essenciais (%) dos acessos de Lychnophora pinaster provenientes da populagio SSa,
Carrancas, Minas Gerais, Brasil. Na tabela, destaque em negrito para as substancias e classes quimicas mais abundantes do 6leo
essencial.

Substancia IRc® SSa2 SSa4 SSa5 SSa6 SSa7 SSa8 SSa9 SSall SSal2 SSal3 SSald SSalé SSal7
a-pineno Y 931 19 06 07 07 26 10 06 0.5 1.6 25 0.8 1.3 1.4
B-pineno ¥ 974 19 05 08 06 34 08 09 0.8 1.9 3.6 0.7 2.1 1.8
limoneno™M 1026 03 03 02 04 04 04 tr 0.1 0.3 0.3 0.3 0.2 0.3
y-terpineno™ 105 02 04 01 05 02 03 tr 0.1 0.3 0.2 0.3 0.3 0.2
terpinen-4-oIM© 1174 04 08 02 09 03 09 03 0.3 0.4 0.4 0.6 0.4 0.4
o-terpineol™© 1188 0.1 tr tr tr 0.2 trtr Tr tr tr tr tr tr

Z-cinamato de metila™ 1301 05 04 04 01 03 06 03 Tr 0.5 0.2 0.3 0.4 0.4
E-cinamato de metila™ 1382 80.3 82.7 845 820 79.2 782 754 872 816 749 802 743 830

E-cariofileno™s 1418 83 81 72 89 74 107 87 3.4 7.2 112 9.8 13.0 7.0
a-humulenots 1452 24 24 22 26 22 32 27 1.1 2.1 3.4 2.9 4.1 2.2
ndl 1550 02 03 02 01 02 02 02 0.1 0.3 tr 0.2 0.1 0.1

6xido de cariofilenoS® 1581 18 16 15 14 16 15 4.7 3.0 1.8 15 1.7 2.1 15
Z-sesquilavandulol®° 1607 04 03 03 03 03 04 10 0.6 0.3 0.3 04 04 03
isolongifolan-7-0-01° 1615 0.1 tr trtrtr tr 04 02 01 tr 01 01 tr

epoOxi-alo-aromadendreno®® 1630 0.2 0.2 0.2 tr 01 02 12 0.6 0.2 tr 0.3 0.2 0.2
selina-3,11-dien-6-0-01° 1634 0.6 05 05 03 04 06 21 1.4 0.5 0.2 0.6 0.7 0.5
HM= hidrocarboneto monoterpénico 43 18 18 22 66 25 15 15 4.1 6.6 2.1 3.9 3.7

MO= monoterpeno oxigenado 05 08 02 09 05 09 03 03 04 04 06 04 04
FP= fenilpropanodide 80.8 83.1 849 821 795 788 757 872 821 751 805 747 834
HS= hidrocarboneto

sesquiterpénico 10.7 105 94 115 96 139 114 4.5 9.3 146 127 17.1 9.2

0= sesquiterpeno oxigenado 31 26 25 20 24 27 94 58 29 20 31 35 25

TOTAL IDENTIFICADO 994 098.8 988 98.7 98.6 988 98.3 99.3 9838 98.7 99.0 996 99.2

2[Rc= Indice de Retengio calculado; tr: trago (tr< 0,04).



APENDICE 6. Continuacgo...

Substancia IRc® SSal8 SSal9 SSa23 SSa25 MEDIA
a-pineno Y 931 0.4 2.4 11 0.8 1.2
B-pinenotM 974 07 28 12 13 1.5
limoneno™ 1026 tr 05 02 04 0.3
y-terpineno™ 1055 tr 04 02 02 0.2
terpinen-4-oIM© 1174 03 08 03 03 0.5
o-terpineol™© 1188 tr 0.1 tr tr Tr
Z-cinamato de metila™ 1301 tr 03 05 0.2 0.3
E-cinamato de metila™ 1382 869 76.1 76.0 83.3 80.3
E-cariofileno™s 1418 33 95 111 70 8.3
a-humuleno™s 1452 1.1 28 33 21 2.5

ndl 1550 0.1 0.2 0.2 0.2 0.2

6xido de cariofilenoS® 1581 30 19 26 22 2.1
(Z)-sesquilavandulolS® 1607 06 04 05 05 0.4
isolongifolan-7-o-015° 1615 0.3 tr 02 02 0.1
epOxi-alo-aromadendrenos® 1630 08 02 05 03 0.3
selina-3,11-dien-6-a-0l°° 1634 16 05 12 09 0.8
HM= hidrocarboneto monoterpénico 1.1 61 27 27 3.2
MO= monoterpeno oxigenado 0.3 0.9 0.3 0.3 0.5
FP= fenilpropandide 869 764 765 835 80.6

HS= hidrocarboneto sesquiterpénico 44 123 144 91 10.8
SO= sesquiterpeno oxigenado 63 30 50 41 3.7
TOTAL IDENTIFICADO 99.0 98.7 989 99.7 98.8

?|Rc= Indice de Reteng&o calculado; tr: trago (tr< 0,04).

159



160

APENDICE 7. Composicio quimica dos 6leos essenciais (%) dos acessos de Lychnophora pinaster provenientes da populacio OB,
localizada entre os municipios de Moeda e Itabirito, Minas Gerais, Brasil. Na tabela, destaque em negrito para as substancias e classes
quimicas mais abundantes do 6leo essencial.

Substancias IRc OB2 OB3 OB4 OB5 OB6 OB7 OB8 OB10 OB11 OB12 OB13 OB14 OB15
a-pineno™ 930 tr 04 tr 05 tr 04 07 04 tr 03 05 06 06
sabineno™ 969 01 06 02 10 tr 06 12 04 01 06 06 08 07
B-pinenotM 973 08 08 03 10 tr 07 12 05 02 06 08 10 10
limoneno*M 1025 14 15 04 05 02 05 06 08 04 10 07 11 04
y-terpinenot™ 1055 tr 09 05 11 02 06 12 05 tr 05 07 10 08
linaloIM© 1097 04 12 04 03 04 04 08 02 06 06 02 06 04
n-nonanal”t 1101  tr 02 01 tr 02 tr 02 nr tr nr 03 0.2 Tr
Z-p-mente-2-en-0IMO 1118 tr 02 03 05 tr 03 04 0.2 tr 0.3 0.2 0.1 0,4
terpinen-4-oIM© 1174 04 20 15 30 03 14 22 11 08 15 12 27 19
cipereno™s 1398 43 20 15 04 04 14 39 16 29 08 33 68 46
E-cariofileno™ 1418 08 12 06 02 05 06 06 03 04 04 04 04 29
ndl 1448 25 26 25 23 29 24 26 29 26 25 28 24 26
a-humuleno*s 1452 14 14 13 10 14 12 13 11 1.2 11 1.3 0.9 11
dehidro-sesquicineols° 1467  nr tr nr tr  nr nr nr 02 nr nr nr nr nr
7-epi-1,2-dehidro-sesquicineol®™® 1475 03 01 01 01 03 02 02 02 02 02 02 tr 02
nd2 1483 0.1 tr 0.1 tr tr tr 0.2 tr tr tr tr tr 0,2
B-selinenots 1492 27 26 26 20 24 23 22 25 22 21 24 16 16
viridifloreno™® 1496 06 04 03 03 03 05 02 04 04 03 04 01 tr
nd3 1511 28.0 335 41.1 37.3 433 38.6 325 417 304 357 407 29.7 179

nd4 1514 05 18 37 04 47 44 tr tr - 05 47 40 95 40

nd5 1519 tr tr 01 0.1 tr tr tr tr tr 04 tr 0.6 tr
c-cadinenots 1521 0.1 tr tr tr tr tr tr tr 0.2 tr tr 04 tr
nd6 1535 48 56 57 54 39 45 39 65 47 53 58 51 472

IRc= Indice de Retencdo calculado; nr: ndo registrado na populacio; tr: traco (tr< 0,04).
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APENDICE 7. Continuacgo...

Substancias IRc? OB2 OB3 0OB4 OB5 OB6 OB7 OB8 OB10 OB11 OB12 OB13 OB14 OB15
6xido de cariofileno®® 1580 14 11 07 10 15 09 13 06 1.3 12 09 14 19
nd8 1587 nr tr nr nr 0.3 tr nr Tr nr 0.1 nr 0,4 tr

nd9 1603 22 09 09 10 11 o08 17 12 30 06 16 41 29
B-atlantols® 1611 1.2 04 12 04 09 07 10 02 06 15 06 09 06
isolongifalan-7-a-ol°° 1614 06 05 06 03 05 06 05 00 04 07 05 07 04
nd10 1628 nr nr 0.2 tr 03 0.2 tr Tr 0.2 0.3 0.3 0,4 0,4

nd12 1633 03 03 0.2 tr 04 tr 04 Tr 04 04 01 tr 0,7
cedreanols® 1648 65 59 46 38 79 64 61 27 98 45 43 46 74
nd13 1652 0.2 tr tr tr tr tr tr Tr 15 0.2 tr 0,1 1,2
14-hidroxi-Z-cariofilenos® 1663 40 29 13 17 19 16 30 08 30 24 15 24 59
ndl14 1668 tr tr tr tr tr tr tr Nr 0.2 tr tr tr 01

nd15 1675 1.1 10 05 05 09 06 11 0.2 15 08 04 10 30

nd16 1682 06 14 18 24 05 14 14 02 46 04 15 04 19

nd17 1696 07 02 02 05 02 03 tr 02 06 tr 0.3 tr tr
14-hidroxi-a-humuleneS® 1708 1.3 12 06 08 05 05 07 0.2 1.2 05 06 07 13
27, 6E-farnesol®° 1720 01 08 08 08 05 05 05 02 16 tr 04 tr 05
nd18 1737 tr nr nr nr o nroonr Nr nr nr nr nd nd

nd19 1768 60 38 32 74 27 63 28 91 49 77 49 20 46

nd20 1786 23 03 09 02 30 10 60 14 09 o05 06 11 12

nd21 1797 96 96 47 89 22 53 43 102 69 75 41 28 105

AM= hidrocarboneto monoterpénico 22 42 14 41 04 29 49 27 07 3.0 33 46 35
Al=aldeido tr 02 01 tr 02 tr 02 Nr tr nr 03 0.2 tr

MO= monoterpeno oxigenado 08 34 23 37 07 20 33 15 14 24 17 34 26

HS= hidrocarboneto sesquiterpénico 98 75 63 40 51 59 82 58 75 48 79 102 10.2
SO= sesquiterpeno oxigenado 154 128 99 89 138 115 132 51 180 109 9.0 10.7 183
TOTAL IDENTIFICADO 28.3 28.2 20.0 20.7 20.3 223 299 152 276 21.0 221 29.1 345

3q[Re= [ndice de Retengdo calculado; nr: nio registrado na populagdo; tr: trago (tr< 0,04).



APENDICE 7. Continuacgo...

OB OB OB OB OB OB OB2 OB OB OB OB OB OB

Substancias IRc® 16 17 18 19 20 21 2 23 24 25 26 33 34
a-pineno™ 930 0.1 nr 0.3 tr 05 r 04 01 03 04 08 tr 1.3
sabineno™ 969 04 tr 07 06 07 nr 06 04 05 07 08 02 14
B-pinenot™ 973 0.7 tr 07 06 038 tr 06 04 05 07 12 02 18
limoneno™ 1025 0.6 tr 12 09 04 tr 07 05 03 09 10 02 11
y-terpineno™ 1055 06 02 08 08 09 nnr 06 03 05 07 11 02 14
linaloIM© 1097 04 01 04 06 0.2 nr 0.3 tr tr 05 tr tr 0.2
n-nonanal”t 1101 tr nr tr tr tr nrTr nr tr 0.1 tr nr tr
Z-p-mente-2-en-0IMO 1118 03 04 03 07 03 nr Tr tr tr 02 04 tr 04
terpinen-4-oIM© 1174 07 28 20 36 21 02 15 07 11 21 34 07 34
cipereno™s 1398 25 05 09 08 44 14 65 68 28 100 32 17 338
E-cariofileno™® 1418 03 03 04 04 07 02 07 13 06 25 04 05 06
ndl 1448 25 25 24 22 23 19 20 15 26 24 17 26 16
a-humuleno*® 1452 09 10 10 15 12 08 08 11 13 16 08 11 0.6
dehidro-sesquicineolS® 1467 nr nr nr nr nr nr nr 0.3 nr 0.4 nr nr nr
7-epi-1,2-dehidro-sesquicineol® 1475 tr 0.1 tr 03 03 02 tr 03 02 05 tr 0.2 tr
nd2 1483 tr tr tr tr tr 02 02 03 tr 04 01 00 tr
B-selinenots 1492 19 18 20 30 22 17 13 14 21 26 12 24 10
viridifloreno"s 1496 0.1 03 05 tr 1.3 03 Tr 10 03 05 04 04 04
nd3 1511 325 365 347 302 317 271 321 237 341 275 303 354 225
nd4 1514 tr 4.1 tr- 96 61 39 37 77 50 11 02 00 47
nd5 1519 tr 0.1 tr 0.6 tr 0.2 Tr tr tr 1.0 tr tr tr
c-cadinenots 1521 tr Tr tr tr tr tr Tr tr tr 04 tr tr tr
nd6 1535 50 40 59 53 49 40 36 43 53 46 28 55 28

3[Rc= [ndice de Retengdo calculado; nr: nio registrado na populagdo; tr: trago (tr< 0,04).
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APENDICE 7. Continuaggo...

Substancias IRc? OB16 OB17 OB18 0OB19 OB20 OB21 OB22 0OB23 0OB24 0B25 0OB26 OB33 OB34
Oxido de cariofilenos® 1580 1.6 13 12 06 11 06 12 1.2 1.8 16 08 10 13
nds 1587 nr 0.2 nr 0.3 nr 0.2 0.1 0.4 0.1 nr nr nd nd

nd9 1603 2.0 08 08 09 21 08 20 19 1.9 27 12 14 138
B-atlantolSO 1611 1.2 10 10 17 17 21 07 18 0.6 04 04 09 07
isolongifalan-7-a-ol°° 1614 0.4 06 05 10 13 09 05 14 0.6 tr 03 03 07
nd10 1628 0.2 0.3 tr 04 03 02 03 05 0.5 tr tr 02 03

nd12 1633 0.5 05 04 tr tr 01 03 0.1 0.6 04 02 02 03
cedreanols® 1648 5.6 70 61 44 26 34 62 47 6.0 50 80 45 6.8

nd13 1652 tr tr tr tr nr tr tr tr 0.6 tr tr 0.3 tr
14-hidroxi-Z-cariofilenos©® 1663 3.0 24 24 13 22 21 26 50 5.3 55 18 24 35
ndl14 1668 tr tr tr tr nr tr tr tr 0.2 tr tr 0.1 0.1

nd15 1675 1.0 10 08 03 03 02 06 04 1.2 1.2 05 08 09

nd16 1682 2.1 08 09 05 22 42 12 40 0.4 21 06 20 61

nd17 1696 0.1 03 02 05 02 04 05 06 0.4 03 05 tr 0.1
14-hidroxi-a-humulenes° 1708 1.1 0.7 0.7 10 09 10 10 1.9 1.4 1.3 09 06 14
27, 6E-farnesol®° 1720 0.8 02 04 04 08 16 06 18 0.3 09 03 08 21
nd18 1737 nr nr nr nr nr nr nr 0.3 nr nr nr nd nd

nd19 1768 6.4 95 68 47 48 95 62 37 3.9 22 90 41 6.2

nd20 1786 0.6 07 05 04 09 07 11 09 0.1 01 51 59 07

nd21 1797 8.9 76 104 78 56 196 80 59 6.0 46 71 113 8.0

AM= hidrocarboneto monoterpénico 24 02 37 28 33 00 29 17 2.0 35 48 08 7.0
AL=Aldeido tr nd tr tr tr nr tr nr tr 0.1 tr nr tr

MO= monoterpeno oxigenado 14 33 28 49 26 02 18 07 1.1 28 38 07 40
HS= hidrocarboneto sesquiterpénico 5.8 39 48 57 98 44 93 116 71 176 60 6.1 65
SO= sesquiterpeno oxigenado 13.7 133 123 107 108 119 127 184 163 157 127 108 164
TOTAL IDENTIFICADO 233 206 237 240 265 165 268 323 265 39.7 273 183 3338

3q[Rc= Indice de Retengdo calculado; nr: ndo registrado na populagdo; tr: trago (tr< 0,04).



APENDICE 7. Continuacgo...

Substancias IRc® OB36 MEDIA Substancias IRc® 0OB36 MEDIA
a-pineno™ 930 tr 0.5 6xido de cariofileno®° 1580 0.5 1.1
sabineno™ 969 0.2 0.6 nd8 1587 0.1 0.2
B-pinenot™ 973 0.3 0.7 nd9 1603 0.5 1.6
limoneno"M 1025 0.4 0.7 B-atlantol° 1611 0.9 0.9
y-terpineno™ 1055 0.3 0.7 isolongifalan-7-a-ol°° 1614 0.4 0.6
linaloIM© 1097 0.6 0.4 nd10 1628 tr 0.3
n-nonanal”t 1101 0.1 0.2 nd12 1633 1.3 0.4
Z-p-mente-2-en-olM° 1118 0.1 0.3 cedreanol° 1648 7.7 5.7
terpinen-4-oIM© 1174 0.9 1.7 nd13 1652 tr 0.6
cipereno™s 1398 4.0 3.1 14-hidroxi-Z-cariofilenos® 1663 0.8 2.7
E-cariofileno™® 1418 2.6 0.8 nd14 1668 nr 0.1
ndl 1448 2.3 2.4 nd15 1675 0.5 0.8
a-humulenots 1452 15 1.1 nd16 1682 0.1 1.7
dehidro-sesquicineolS® 1467 0.3 0.3 nd17 1696 tr 0.3
7-epi-1,2-dehidro-sesquicineolS® 1475 0.4 0.2 14-hidroxi-o-humulene®® 1708 0.3 0.9
nd2 1483 0.3 0.2 27, 6E-farnesolS° 1720 0.1 0.7
B-selinenots 1492 2.9 2.1 nd18 1737 nr 0.3
viridifloreno"s 1496 0.4 0.4 nd19 1768 3.9 5.4
nd3 1511 36.9 32.8 nd20 1786 0.7 14
nd4 1514 4.2 3.8 nd21 1797 5.2 7.5
nd5 1519 0.4 0.4 HM= hidrocarboneto monoterpénico 1.2 3.2
o-cadineno™® 1521 0.1 0.2 A=Aldeido 0.1 0.1
nd6 1535 4.0 4.7 MO= monoterpeno oxigenado 1.7 2.4
HS= hidrocarboneto sesquiterpénico  11.5 7.8
SO= sesquiterpeno oxigenado 11.4 13.1
TOTAL IDENTIFICADO 25.9 26.7
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APENDICE 8. Matriz de confuséo para classificacdo dos fendtipos quimicos de AB, OB e
SSa estimados pela DA. As populacdes AB e SSa sdo provenientes da regido sul e OB é
proveniente da regido 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%

APENDICE 9. Matriz de confuso para classificacdo dos fendtipos quimicos de AB e SSa
estimados DA. As populacdes AB e SSa séo provenientes da regido sul do Estado de Minas

Gerais - Brasil.
de\a | AB SSa| Total | % correto
AB 11 0 11 100%
Ssa 0o 17 17 100%
Total 11 17 28 100%

APENDICE 10. Espectros de fragmentacdo ESI(-) (MS/MS) do ion de m/z 343 encontrado
nos extratos etanolicos das partes aéreas das populag@es de Lychnophora pinaster SSa (A),
AB (B) e OB (C). As populacGes AB e SSa sdo provenientes da regido sul e OB da regido
sudeste do Estado de Minas Gerais - Brasil.
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APENDICE 11. Espectros de fragmentacdo ESI(-) (MS/MS) do ion de m/z 253 encontrado
nos extratos etanolicos das partes aereas das populag@es de Lychnophora pinaster SSa (A),
OB (B) e AB (C). As populacdes AB e SSa sdo provenientes da regido sul e OB da regido

sudeste do Estado de Minas Gerais - Brasil.
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APENDICE 12. Células hospedeiras U20S infectadas com T. cruzi tratadas com (A) 400, (B) 100, (C) 12.5 e (D) 0.4 uM do composto de
referéncia benznidazol.

Benznidazol 400 uM
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APENDICE 13. Células U20S infectadas com T. cruzi tratadas com (A) 100 uM de benznidazol e (B) 100, (C) 12.5 e (D) 0.4 pg/mL do dleo
essencial de AB, do sul do Estado de Minas Gerais - Brasil.

OE-Pop AB 100 pg/mL
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APENDICE 14. Células U20S infectadas com T. cruzi tratadas com (A) 100 uM de benznidazol e (B) 100, (C) 12.5 e (D) 0.4 pg/mL do dleo
essencial de SSa, do sul do Estado de Minas Gerais - Brasil.

Benznidazol 100 uM Ay OE-Pop SSa 100 pg/mL
: "'r J"' - - ~ -

e =~ & Y ]

OE-Pop SSa 12.5 pg/mL
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APENDICE 15. Células U20S infectadas com T. cruzi tratadas com (A) 100 uM de benznidazol e (B) 100, (C) 12.5 e (D) 0.4 pg/mL do dleo
essencial de OB, do sudste de Minas Gerais - Brasil.

L [ - al

OE-Pop OB 12.5 pg/mL 4

by ¢ 9 L
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APENDICE 16. Células U20S infectadas com T. cruzi tratadas com (A) 100 uM de benznidazol e (B) 100, (C) 12.5 e (D) 0.4 pg/mL do extrato
de SSa, do sul do Estado de Minas Gerais - Brasil.

EXT-Pop SSa 100 pg/mL

:}‘ .{ AR u‘. a .

EXT-Pop SSa 12.5 ug/mL |
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APENDICE 17. Células U20S infectadas com T. cruzi tratadas com (A) 100 uM de benznidazol e (B) 100, (C) 12.5 e (D) 0.4 pg/mL do extrato
de AB, do sul do Estado de Minas Gerais - Brasil.

EXT-Pop AB 100 ug/mL

EXT-Pop AB 12.5 pg/mL EXT-Pop AB 0.4 pg/mL

- A" - - S "‘O_‘ v
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APENDICE 18. Células U20S infectadas com T. cruzi tratadas com (A) 100 uM de benznidazol e (B) 100, (C) 12.5 e (D) 0.4 pg/mL do extrato
de OB, do sudeste do Estado de Minas Gerais - Brasil.

Benznidazol 100 uM ; X EXT-Pop OB 100 pg/mL




ANEXO 19. Informagdes geograficas dos acessos de L. pinaster estudados.
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Cadigo Coordenadas
N°/Populagdo  Altitude (m) da S wW

planta 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 58 219
8. PB 1035 1209 21 20 3 44 58 219
9. PB 1049 1210 21 20 2,2 44 58 215
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 58 204
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 58 195
17.PB 1051 1218 21 20 44 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 21 285 44 51 30,6
23.SS 948 1303 21 21 285 44 51 30
24. SS 947 1305 21 21 29,4 44 51 30,9
25. SS 946 1306 21 21 295 44 51 311
26. SS 953 1307 21 21 29,7 44 51 315
27. SS 954 1308 21 21 295 44 51 317
28. SS 953 1309 21 21 30 44 51 32
29. SS 953 1310 21 21 298 44 51 32,1
30. SS 935 1311 21 21 29 44 51 30,2
31.SS 933 1312 21 21 288 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 51 295
34. SS 943 1315 21 21 285 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 21 282 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 21 346 44 51 34,6

*min= minutos/ s= segundos.



ANEXO 19. Continuacgéo...
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Coordenadas
N°/Populacao Altitude (m) Codigo S wW

graus min S graus min S
41. SS 924 1323 21 21 388 44 51 342
42. SS 925 1324 21 21 348 44 51 34
43. SS 928 1325 21 21 34,7 44 51 333
44, SS 928 1326 21 21 349 44 51 33
45. SS 933 1327 21 21 346 44 51 328
46. SS 934 1328 21 21 345 44 51 32,7
47. SS 935 1329 21 21 341 44 51 3372
48. SS 939 1330 21 21 334 44 51 331
49.S.A 1053 301 21 26 389 44 55 57
50.S.A 1060 302 21 26 384 44 55 56,6
51.S.A 1065 303 21 26 389 44 55 54,6
52.S.A 1068 304 21 26 398 44 55 54,1
53.S.A 1071 305 21 26 411 44 55 539
54.S.A 1073 306 21 26 41,7 44 55 535
55.S.A 1072 307 21 26 415 44 55 54,1
56. S.A 1074 308 21 26 41,7 44 55 544
57.S.A 1065 309 21 26 396 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 55 575
61. S.A 1050 313 21 26 393 44 55 1
62. S.A 1050 314 21 26 393 44 5 1.2
63. S.A 1051 315 21 26 382 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 22
66. S.A 1047 318 21 26 388 44 56 2
67.S.A 1045 319 21 26 392 44 56 21
68. S.A 1039 320 21 26 405 44 56 45
69. S.A 1041 321 21 26 405 44 56 4,7
70. S.A 1038 322 21 26 404 44 56 4,9
71.S.A 1039 323 21 26 384 44 56 54
72.S.A 1037 324 21 26 381 44 56 55
73.S.A 1041 325 21 26 384 44 56 45
74. SSa 1292 201 21 26 565 44 38 157
75. SSa 1295 202 21 26 564 44 38 154
76. SSa 1294 203 21 26 558 44 38 159
77. SSa 1295 204 21 26 557 44 38 16,3
78. SSa 1293 205 21 26 552 44 38 16,7
79. SSa 1291 206 21 26 549 44 38 16,9
80. SSa 1289 207 21 26 54,11 44 38 17,7

*min= minutos/ s= segundos.



ANEXO 19. Continuacgéo...
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Coordenadas
N°/Populacao Altitude (m) Cddigo S W

graus min s graus Min S
81. SSa 1293 208 21 26 556 44 38 179
82. SSa 1294 209 21 26 558 44 38 184
83. SSa 1288 210 21 26 551 44 38 186
84. SSa 1287 211 21 26 548 44 38 186
85. SSa 1288 212 21 26 553 44 38 197
86. SSa 1285 213 21 26 551 44 38 198
87.SSa 1285 214 21 26 551 44 38 20
88. SSa 1291 215 21 26 555 44 38 2072
89. SSa 1295 216 21 26 558 44 38 203
90. SSa 1292 217 21 26 557 44 38 184
91. SSa 1292 218 21 26 55,7 44 38 18
92. SSa 1307 219 21 26 562 44 38 178
93. SSa 1310 220 21 26 562 44 38 179
94. SSa 1293 221 21 26 552 44 38 154
95. SSa 1291 222 21 26 548 44 38 156
96. SSa 1289 223 21 26 545 44 38 159
97.SSa 1292 224 21 26 549 44 38 159
98.SSa 1294 225 21 26 551 44 38 158
99. SB 1112 101 21 26 422 44 35 187
100.SB 1113 102 21 26 424 44 35 188
101. SB 1110 103 21 26 424 44 35 191
102. SB 1117 104 21 26 424 44 35 184
103. SB 908 105 21 26 426 44 35 184
104. SB 1120 106 21 26 43,1 44 35 18
105. SB 1119 107 21 26 434 44 35 18
106. SB 1121 108 21 26 446 44 35 17,6
107. SB 1121 109 21 26 445 44 35 173
108. SB 1125 110 21 26 445 44 35 164
109. SB 1126 111 21 26 445 44 35 16,1
110. SB 1127 112 21 26 445 44 35 16,1
111. SB 1126 113 21 26 46,4 44 35 157
112. SB 1125 114 21 26 46,6 44 35 157
113. SB 1126 115 21 26 46,6 44 35 154
114. SB 1125 116 21 26 46,7 44 35 15,3
115. SB 1127 117 21 26 46,8 44 35 149
116. SB 1129 118 21 26 46,7 44 35 14
117. SB 1132 119 21 26 46,7 44 35 136
118. SB 1135 120 21 26 473 44 35 131
119. SB 1134 121 21 26 475 44 35 132
120. SB 1131 122 21 26 476 44 35 13,3

*min= minutos/ s= segundos.



ANEXO 19. Continuacgéo...
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Coordenadas
N°/Populacdo  Altitude (m) Caodigo S wW
graus min s graus min S
121. SB 1128 123 21 26 478 44 35 137
122. SB 1126 124 21 26 48,1 44 35 139
123. SB 1125 125 21 26 48,1 44 35 141
124. OB 1223 401 21 20 183 43 35 299
125. OB 1223 402 21 20 184 43 35 299
126. OB 1226 403 20 200 19 43 55 302
127. OB 1227 404 20 200 19 43 55 305
128. OB 1229 405 20 20 18,7 43 55 313
129. OB 1234 406 20 20 189 43 55 318
130. OB 1236 407 20 20 182 43 55 326
131. OB 1237 408 20 20 185 43 55 328
132. OB 1238 409 20 20 184 43 55 33
133. OB 1238 410 20 20 184 43 55 331
134. OB 1239 411 20 20 184 43 55 3372
135. OB 1240 412 20 20 18,7 43 55 332
136. OB 1242 413 20 200 19 43 55 333
137. OB 1243 414 20 20 194 43 55 33
138. OB 1243 415 20 20 196 43 55 33
139. OB 1243 416 20 20 199 43 55 334
140. OB 1243 417 20 20 20,2 43 55 333
141. OB 1243 418 20 20 20,2 43 55 333
142. OB 1244 419 20 20 205 43 55 335
143. OB 1245 420 20 20 206 43 55 335
144. OB 1259 421 20 20 224 43 55 371
145. OB 1238 422 20 20 221 43 55 374
146. OB 1263 423 20 20 21,7 43 55 379
147. OB 1263 425 20 20 21,7 43 55 381
148. OB 1248 426 20 20 22 43 55 347
149. OB 1246 427 20 20 21,8 43 55 34,1
150. OB 1244 428 20 20 22,7 43 55 334
151. OB 1243 429 20 20 226 43 55 333
152. OB 1239 430 20 20 223 43 55 328
153. OB 1232 431 20 20 212 43 55 30,7
154. OB 1232 432 20 20 213 43 55 307
155. OB 1232 433 20 20 213 43 55 3081
156. OB 1227 434 20 20 204 43 55 302
157. OB 1227 435 20 20 204 43 55 303
158. OB 1224 436 20 20 199 43 55 289
159. OB 1225 437 20 20 20 43 55 29,1
160. OB 1225 438 20 200 20 43 55 294

*min= minutos/ s= segundos.
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. Coordenadas
N°/Populacio Alzgl;de Cddigo S w

graus min S graus min S
161. OB 1221 440 20 20 19,2 43 55 284
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 35 499
165. AB 1140 1334 21 27 25,6 44 35 49,7
166. AB 1143 1335 21 27 25,1 44 35 493
167. AB 1141 1336 21 27 25,4 44 35 49,7
168. AB 1144 1337 21 27 25,1 44 35 491
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 35 488
173. AB 1136 1341 21 27 26,7 44 35 50,1
174. AB 1138 1342 21 27 26,6 44 35 493
175. AB 1138 1343 21 27 26,6 44 35 49
176. AB 1138 1344 21 27 27,1 44 35 486
177. AB 1143 1346 21 27 26,3 44 35 484
178. AB 1143 1347 21 27 26,1 44 35 483
179. AB 1142 1348 21 27 26,1 44 35 48,7
180. AB 1141 1349 21 27 26,2 44 35 488
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 35 478
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.



