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RESUMO

Um dos centros de diversidade vegetal e endemismo no Brasil é a vegetacédo de
Campos Rupestres. Lychnophora pinaster, conhecida como arnica-mineira, € uma
espécie endémica dos Campos Rupestres, em risco de extincdo e usada na medicina
popular para traumatismos, como anti-inflamatorio e cicatrizante. Este estudo teve por
objetivo caracterizar os constituintes fendlicos e a ecogeografia de 11 populacdes de
L. pinaster coletadas nas mesorregides Norte, Jetiquinhonha, Metropolitana de Belo
Horizonte e Campos das Vertentes no estado de Minas Gerais, Brasil. A vitexina e o
acido clorogénico séo os constituintes em maior concentragdo nas populacdes. O
perfil dos constituintes fenolicos nas populacdes variou em funcdo da origem
geografica. L. pinaster ocorre em locais de alta altitude (700 m e 1498 m),
precipitacdes anuais de até 1455 mm, em solos ferruginosos, baixa fertilidade e de
textura predominantemente franca, podendo ser considerada uma espécie tolerante a
solos acidos e com pouca disponibilidade de nutrientes. Apresenta variacdes
morfométricas e nutricional foliar entre populacdes, com maiores indices nas de
ocorréncia nas mesorregioes Norte e do Jequitinhonha. O ambiente de ocorréncia da
L. pinaster no estado Minas Gerais é diverso contribuindo para a diversidade quimica

das popula¢des, assim como dos aspectos morfolégicos nas diferentes regides.

Palavras-chave: Arnica-mineira. Asteraceae. Acido clorogénico. Flavonoides. Plantas

medicinais. Solo. Caracterizacdo ambiental.






ABSTRACT

One of the hotspots of plant diversity and endemism in Brazil is the vegetation of
Rupestrian Fields. Lychnophora pinaster, known as arnica-mineira, is endemic to
Rupestrian Fields, at risk of extinction and used in folk medicine for trauma, as anti-
inflammatory and healing agents. This study aimed to characterize the phenolic
constituents and the ecogeography of 11 populations of L. pinaster collected in the
North, Jetiqguinhonha, Metropolitan of Belo Horizonte and Campos das Vertentes
mesoregions in the State of Minas Gerais, Brazil. Vitexin and chlorogenic acid are the
major constituents in concentration in populations. The profile of phenolic constituents
in populations varied according to geographic origin. L. pinaster occurs in sites at high
altitude (700 m and 1,498 m), annual rainfall of up to 1,455 mm, in ferruginous soils,
with low fertility and predominantly loamy in texture, and can be considered a species
tolerant to acidic soils, with little availability of nutrients. It presents morphometric and
leaf nutritional variations among populations, with higher rates in those occurring in the
North and Jequitinhonha mesoregions. The environment of occurrence of L. pinaster
in the state of Minas Gerais is diverse, contributing to the chemical diversity of the
populations, as well as the morphological aspects in the different regions.

Keywords: Arnica-mineira. Asteraceae. Chlorogenic acid. Flavonoids. Medicinal
plants. Soil.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é um dos paises megadiversos do mundo e é o pais mais rico em
espécies (FORZZA et al. 2012). Isso se deve a presenca de diversos centros de
diversidade vegetal com uma infinidade de fatores ambientais (DAVIS et al. 1997,
Oliveira-Filho & Fontes 2000), mas a diversidade é resultado da soma de processos
histéricos ao longo do tempo, da interacdo entre processos evolutivos com fatores
ambientais (WIENS et al. 2006, ANTONELLI et al. 2019). Um desses centros de
diversidade vegetal é a vegetacdo de Campos Rupestres, que foi elevada a uma
biorregido formal em nivel de provincia (COLLI-SILVA et al. 2019), como Cerrado,
Caatinga e Pampa. Essa formalizacdo € um reconhecimento de sua alta importancia
bioldgica para a biota sul-americana, devido a sua alta biodiversidade e endemismo
(GIULIETTI et al. 2000, ECHTERNACHT et al. 2011, COLLI-SILVA et al. 2019).
Ocupando apenas 0,74% da superficie terrestre do territério nacional, Campos
Rupestres possui 9.125 espécies e 1.748 endémicas (ARAUJO, 2017 ; COLLI-SILVA
et al. 2019).

Campos Rupestres é uma vegetacdo propensa ao fogo ( ALVES, 2011),
composta principalmente por pastagens ou pradarias intercaladas com pastagens
com solos rochosos (SILVEIRA et al. 2015 ; MUCINA, 2017). Esta vegetagcao ocorre
de 700 a 2.033 metros de altitude e é considerada uma vegetacdo zonal, que é
limitada pelos tipos de solos, quartzitico, arenito ou ironstone (ALVES ; KOBECK ,
2010 ; SILVEIRA et al. 2015). Campos Rupestres € uma vegetacdo ameacada de
extincao devido a atividades antrépicas (FERNANDES et al. 2014 ; POUGY et al. 2015
; VERDI et al. 2015). O clima dos Campos Rupestres consiste de invernos secos e
verdes chuvosos, solos diversificados e pobre em nutrientes (SILVEIRA et al. 2015 ;
OLIVEIRA et al. 2015).

Asteraceae é a familia de plantas mais diversa em Campos Rupestres, com
993 taxons, dos quais 208 sdo endémicos (BFG, 2015 ; ARAUJO, 2017). Um género
endémico e tipico de Campos Rupestres é Lychnophora Mart. com 39 espécies
(SEMIR et al. 2011, 2014, 2020), com algumas espeécies ameacadas de extingao.
Trata-se de uma espécie endémica dos Campos Rupestres do estado de Minas
Gerais, popularmente conhecida como arnica e arnica-mineira, e em risco de extingao

(CNCflora, 2019). Lychnophora pinaster Mart. [sinbnimos: Lychnophora affinis
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Gardner, Lychnophora trichocarpha (Spreng.) Spreng.] em decorréncia da
degradacgéao de seu habitat por atividades de mineragéo, expanséao urbana, queimadas
e uso indiscriminado com propdosito medicinal (SANTOS et.al. 2008; CNFlora 2019).

As partes aéreas sdo amplamente usadas na medicina popular sob forma de
extrato hidroalcoolico (uso tépico), em casos de contusfes, inchagos, hematomas e
traumatismos (SILVEIRA et al. 2005, RODRIGUES; CARVALHO, 2001).

Estudos descritos na literatura com L. pinaster, conferem a planta potencial
tripanocida, ag¢do antibacteriana contra Staphylococcus aureus, anti-inflamatéria
(SILVEIRA et al. 2005; ABREU et al. 2011; ABREU et al., 2013; MULLER et al. 2019).
Das substancias relacionadas as propriedades biolégicas da espécie destacam-se:
15-deoxi-goiazensolido, acido cafeico, acido isoclorogénico, vitexina, isovitexina e
acido E-lichnoférico, com acédo tripanocida (SILVEIRA et al. 2005);15-deoxi-
goiazensolido, como antibacteriano (KELES et al. 2011); a-amirina, quercetina,
estigmasterol, sitosterol, friedelina, acido clorogénico, acido cindmico, acido cafeico,
rutina e lupeol como anti-inflamatérios (ABREU et al. 2013; MULLER et al. 2019).

A composicao quimica das plantas é caracteristica da espécie. A producao de
metabdlitos especializados (também denominado de secundario) nas plantas é
controlada geneticamente e epigeneticamente (TRAPP; CROTEAU, 2001), assim
como, por fatores ambientais podem-se destacar a luz (intensidade e fotoperiodo), a
latitude, a temperatura (minima, maxima e média), o solo (atributos quimicos e fisicos).
Em resposta aos fatores abioticos as plantas sofrem ajustes no metabolismo primario
e especializado, principalmente para evitar, tolerar ou até mesmo resistir aos
estresses ambientais (SOUZA; LUTTGE 2015). Os fatores ambientais como
sazonalidade, indice pluviométrico, temperatura, altitude, solo, entre outros,
apresentam correlacfes entre si e ndo atuam isoladamente, podendo influir em
conjunto no metabolismo especializado e no desenvolvimento foliar e/ou surgimento
de novos o6rgaos das plantas (LOPES et al. 2007).

Populacdes de L. pinaster ocorrem na regiao sudeste da Serra do Espinhaco
(Serra do Caraga, Ouro Preto, Serra de Ouro Branco, Carrancas, Sado Joao del-Rei,
Serra da Moeda, Serra do Rola Mocga, Curral e Lavras) e na regido intermediaria da
Serra do Cip0 e alguns pontos do Planalto de Diamantina (SEMIR, 2011), regides com
condicdes edafoclimaticas distintas.

A ocorréncia de quimiotipos em varias espécies de plantas sugere que as

mesmas tenham se adaptado a condi¢des ecologicas ou de domesticacao distintas.
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Diante da significativa alteragdo da composi¢do quimica dos 6leos essenciais
nas diferentes regides de ocorréncia de L. pinaster (ISOBE, 2012; SILVA, 2013;
SILVA, 2016; MARQUES, 2020) ha de se considerar que as substancias nao volateis,
dentre estas as relacionadas com as propriedades bioldgicas da espécie, podem estar
sendo alteradas em resposta a interacdo dos genoétipos com os diferentes ambientes
dos locais de ocorréncia na espécie no estado de Minas Gerais.

Os estudos envolvendo a caracterizacdo quimica dos constituintes ndo volateis
de L. pinaster sdo restritos aos municipios de Moeda e Itabirito, pertencentes a regido
Metropolitana de Belo Horizonte. Ndo h4, até o momento, estudos envolvendo as
caracteristicas ecogeograficas das regides de ocorréncia de L. pinaster, cuja
informacéo € relevante para o entendimento da adaptacdo da espécie quanto aos
fatores edaficos, climaticos (temperatura e precipitacdo) e geograficos, cujas

informacdes podem auxiliar na formulacéo de estratégias de conservagao da espécie.
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2 OBJETIVO

Este estudo tem por objetivo geral caracterizar os constituintes fendlicos de
populacdes da L. pinaster e as condigcbes ecogeograficas quanto aos aspectos
climaticos (temperatura, precipitacdo, altitude) dos ambientes de ocorréncia da

espécie.

2.1 Objetivo especifico

- Efetuar as analises morfométrica e quimica foliar das populacdes de L.
pinaster
- Caracterizar os atributos fisico-quimicos dos solos dos ambientes de

ocorréncia de L. pinaster.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Lychnophora pinaster

Nas areas de ocorréncia das especies de L. pinaster existem diferentes
géneros inter-relacionados com este taxon. A especializacdo de caracteres
anatdbmicos garante sua sobrevivéncia em ambientes que podem ser considerados
desfavoraveis (LUQUE et al., 1999) o que dificulta a separagédo e a identificacao
taxondmica de espécies do género, a exemplo das espécies L. pinaster Mart. (arnica-
mineira) e Lychnophora ericoides Mart. (arnica-da-serra), as quais sao bastante
polimérficas, sendo consideradas espécies muito préximas, motivo pelo qual a
separacdo das duas espécies € dificil e problematica (SEMIR et al., 2011). E uma
espécie perenifélia com comportamento fenolégico sazonal (SILVA, 1998), com
plantas que variam de subarbusto ereto, bastante ramificado, a arbustos ericoides,
com altura de 0,4 m a 2,4 podendo chegar até 3,6 metros, com morfologia foliar muito
variavel (SEMIR et al. 2011) (Figura 1). A adaptacdo da L. pinaster em condicdes
adversas pode ser observada pela anatomia das suas folhas, possuem nervura média
achatada na superficie abaxial, disposicdo imbricada das folhas e reducdo da
superficie foliar (SEMIR,1991). Possui folhas concentradas na porcao terminal dos
ramos; folhas alongadas e finas com textura aveludada; flores em forma de capitulo,

reunindo entre 20-30 flores de coloragao arroxeada (Figura 2).

Figura 1- Individuos de Lychnophora pinaster. Cidades: (A) Diamantina 0,8 m
(B) Olhos D’ Agua 2,10 m ;(C) NLSC 0,3 m — Minas Gerais

1 veira Dos Santos - 2017




20

Conforme Semir (1991), os frutos sao tipo aquénios, com 2-3 cm de
comprimento e contém muitas sementes pequenas, encontram se em subcapitulos de
capitulos, apresentando papus internos e externos como estrutura de dispersao
(Figura 2). A frutificacdo da arnica pode ser separada em trés fases distintas: apds
antese e simultaneamente a senescéncia das flores, aquénios com papus internos
presentes e aguénios com papus internos ausentes ja em dispersao (SILVA, 1994).
Devido as variacfes ambientais e a dificuldade de mensuracdo, em dias, para a
sucessao de eventos relacionados as fases fenoldgicas, como florescimento e
frutificacdo, a determinacédo da maturidade fisioldgica e do ponto de colheita ideal para
as sementes de arnica também pode ser dificultada, (SEMIR, 1991; SEMIR et al.,
2011).

Figura 2 - Aspecto geral da Lychnophora pinaster Mart. (Floracéo)
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N
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E possivel observar plantas de L. pinaster em areas montanhosas de solo
pedregoso e vegetacdo baixa e rala, cujos diversos processos erosivos promoveram
a formacao de solos arenosos, acidos e com baixa capacidade de retencéo de agua
(SEMIR, 2011).

Suas folhas sdo bastante usadas na medicina popular, sob forma de extrato
hidroalcoolico em casos de contusdes, inchacos, hematomas, traumatismo e varizes
(uso topico) (SILVEIRA et al. 2005).
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3.2 Ecogeografia de populacdes de Lychnophora pinaster

A ecogeografia prevé um planejamento ambiental para as areas de estudo,
investigando a adaptacdo das espécies vegetais quanto aos fatores geograficos,
edéaficos e climético, estes sdo alguns componentes do meio que influenciam, de
maneira decisiva, 0 desenvolvimento da vegetacdo. Esses fatores podem-se
considerar como promotores de microclima pelo qual a vegetacdo esta exposta. A
estrutura da planta e seus mecanismos de defesa sao as ferramentas que delimitam

a sobrevivéncia da espécie em seu habitat (ISOBE, 2012).

Os limites fisiol6gicos de cada espécie e a sua resposta ecoldgica a competicédo
condicionam a sua presenca e desenvolvimento no ambiente (KEDDY, 2000).
Respostas funcionais em plantas sdo mais evidentes nas folhas, o érgdo vegetal
considerado como uma unidade de alto nivel de plasticidade e adequacdo as
diferentes condicbes ambientais as quais as plantas estdo submetidas
(SCHLICHTING,1986; GRATANI et al. 2006; PEREZ-HARGUINDEGUY et al. 2013),
permitindo boas inferéncias ecoldgicas sobre o crescimento e a sobrevivéncia das
plantas. A descricdo dos ambientes de espécies vegetais de interesse € muito
importante para desenvolver mecanismos para a conservacao dos recursos genéticos
vegetais (LEBEDA et al. 2012). Portanto, estudar fatores ecogeograficos é um dos
primeiros passos da pesquisa que contribuem para o entendimento da dinamica
populacional das espécies nativas.

As diferentes fitofisionomias do Cerrado respondem as caracteristicas
ecogeogréficas distintas, compostas de matas ciliares e com algumas ilhas de capao,
sua presenca € de forma isolada nas regibes mais elevadas na Serra do Espinhaco
com origem de solos predominantemente quartziticos (RIZZINI, 1979). As areas
possuem afloramento rochosos (RIBEIRO & WALTER, 2008), caracterizado como
Neossolos Litélicos, cujas caracteristicas sdo solos rasos, acidos e deficientes em
nutrientes e pouco desenvolvidos, estes solos apresentam pouca disponibilidade de
agua, devido a pouca profundidade e capacidade reduzida de retencdo do solo
(RIBEIRO; WALTER, 2007; HABER, 2008), uma vez que o local e os fatores
ecologicos determinam a dinamica das popula¢des naturais, onde cada ambiente
possui sua propria ecologia (SOUZA et al. 2013). Isso porque a combinacao de fatores
bidticos (organismos autétrofos e os organismos heterotrofos) e abioticos (radiacao

solar, temperatura, luz, umidade, ventos, nutrientes presentes nas aguas e nos solos)
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sobre seus individuos atuais e ancestrais pode afetar a estrutura de uma populacdo
guanto ao arranjo espacial e estrutura genética de seus componentes (HUTCHINGS,
1997).

Na Serra do Espinhacgo - MG, local de ocorréncia da L. pinaster na vegetacao
além das florestas estacionais deciduais mineira encontra-se o Cerrado, a Mata
Atlantica e os Campos Rupestres (ECHTERNACHT et al. 2011).

A porcédo da Serra do Espinhaco que ocupa o Estado de Minas Gerais €
caracterizada geomorfologicamente como Meridional, € constituida por um conjunto
de terras altas (Figura 3), com forma de bumerangue de direcdo geral norte-sul e
convexidade orientada para oeste (SAADI, 1995). As altitudes variam entre cerca de
750 e 1670 metros (RIBEIRO E FIGUEIRA, 2011). Ferri (1980) em seus estudos
dividiu a vegetacao de altitude em “Campos Rupestres”. O trecho da Cadeia da Serra
do Espinhaco que compreende o estado de Minas Gerais é composto por diversas
Serras entre elas estdo os locais selecionado para este estudo (Figura 4), Serra da
Moeda (municipio de Moeda), Serra da Calcada, Serra do Rola Moca (Brumadinho e
Nova Lima), Serra da Gandarela (Caeté e Raposos) e a Serra de Carrancas
(Carrancas), sdo é&reas remanescente de cerrado, matas ciliares e campos

ferruginosos.

Figura 3 - Mapa de revelo do estado de Minas Gerais. Cidades visitadas para
coleta, estado de Minas de Gerais —Brasil
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Fonte: IBGE (2019, p. 68).
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A Serra da Calgada, situada a cerca de 20 km de Belo Horizonte localiza-se a
margem direita da BR/040, sentido Rio de Janeiro, estendendo-se por cerca de 8 km
entre 0s municipios de Nova Lima e Brumadinho. Divide as bacias dos rios Paraopeba
e das Velhas, importantes mananciais que abastecem a Regido Metropolitana de Belo
Horizonte (RMBH), sua extremidade sul encontra-se parcialmente no Parque Estadual
da Serra do Rola-Mocga) (AB’'SABER, 1977). A denominacdo de Serra da Calcada
deve-se a formacédo especial de seus solos, compostos basicamente por 6xidos de
ferro hidratado e cimentado em consequéncia do intemperismo a que foram
submetidos. A Serra do Rola Moca trata-se de um campo ferruginoso, encontra-se
numa regido de transicdo entre os dominios morfoclimaticos de Cerrados e de
Floresta Tropical Atlantica senso Ab’Saber (1977) abrigando diversas fitofisionomias,
como Cerrado sensu strictu, campo sujo, Floresta Estacional Semidecidual, florestas
ciliares e, nos topos das serras, a aproximadamente 1.200-1.500 m de altitude, os
campos rupestres ferruginosos, desenvolvendo-se sobre canga. A Serra da
Gandarela esta inserida no Quadrilatero Ferrifero e na por¢do sul da Cadeia do
Espinhaco, a 40 km de Belo Horizonte/MG. E por ultimo a Serras de Carrancas, esta
nao encontra-se inserida na Cadeia do Espinhaco, localizada ao norte, tem cerca de
25 km de extensao, altitude maxima de 1.378m na qual as temperaturas médias mais
baixas dadas pela altitude dificultam a decomposi¢cdo total da matéria organica,
formando solos acidos nos quais 0 humus transloca pelos materiais arenosos
decorrentes da alteracdo do quartzito (MARQUES NETO, 2012), rocha muito
resistente ao ataque quimico e que nao da margem a formacéo de solos profundos,
fator que, somado a morfodindmica intensa vigente, faz por diminuir as coberturas de
superficie (MARQUES NETO, 2012).

Os diferentes tipos de solos colaboram para manutencdo da diversidade
dessas areas, um exemplo a distribuicdo da vegetacdo geografica atual dos campos
rupestres composta por plantas herbaceo-arbustivas, predominantemente esclerofilas
e perenifédlias, que atém uma flora tipica, composta em parte por espécies autoctones,
elegidas pelas condi¢des do clima e solos (RIBEIRO et al. 1998). Abrigando plantas
de diversos portes, desde pequenas arvores até ervas; como por exemplo, as
pertencentes a familia Asteraceae (PEREIRA, 1994; SAFFORD, 1999) considerada a

familia de maior sucesso em diferentes habitats (Figura 4).
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Figura 4 - Diferentes fitofisionomias em Minas Gerais. (A) Grdo Mogol — Regiéo

Norte- MG; (B) Caeté — Regido Metropolitana de Belo Horizonte- MG

A B

O desenvolvimento das plantas depende da maior parte dos ions disponiveis no
solo. Normalmente os nutrientes séo classificados de acordo a quantidade exigida
pelas plantas, sendo os macronutrientes (N, P, K, Ca, Mg e S) e 0os micronutrientes
(B, Cl, Cu, Fe, Mn, Zn, Mo e Ni). Estes nutrientes sdo considerados essenciais para o
desenvolvimento da planta, ou seja, participam diretamente no metabolismo. Mengel
e Kirkby (2001) prop6s um novo agrupamento dos nutrientes para as plantas, sendo
o primeiro grupo (C, O, H, N e S) considerado os maiores constituintes dos compostos
organicos. O segundo grupo (P e B) estes podem estereficar grupamentos OH e
participar no metabolismo energético da planta. Os ions (K*, Mg?*, Ca?* e CI)
participam na regulagdo osmdtica, sinalizacéo celular e o balanceamento das cargas,
0S metais seriam o quarto e ultimo grupo (Fe, Cu, Zn, Mo e Ni), estes sao absorvido
na forma de quelatos e posteriormente incorporados a enzimas, participam do
transporte de elétrons pela troca de valéncia (KERBAUY, 2008). Em regides tropicais
o fosforo € um dos macroelementos mais estudados, sua disponibilidade é limitada
pelo teor de 6xidos de ferro, de aluminio e tipos de argila. Dentre 0s mecanismos
fisiol6gicos ja avaliados em outras espécies, tem-se a fosfatase acida, que é a enzima
responsavel pela desfosforilagdo de moléculas organicas no citoplasma celular,
disponibilizando o P para novos processos metabolicos (ALMEIDA, 2006). Atraves de
estudos observou-se a presenca de fungos micorrizicos no solo, em associagdo com

as plantas possibilita a adaptacdo ao solo e aumentam a eficiéncia de utilizacdo e
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reciclagem de nutrientes, como por exemplo o fosforo (P) (ALMEIDA, 2006). Souza
(2003) reportou a ocorréncia da espécie micorrizica Scustelospora heterogama nas

raizes da L. pinaster.

3.3 Composicao quimica da Lychnophora pinaster

A Lychnophora pinaster Mart. popularmente conhecida como “arnica mineira”
(SEMIR, 1991) € empregada pela populacdo local, na forma de infusdes alcodlicas,
como cicatrizante, contra dor e processo inflamatério na forma topica. Estudos
descritos na literatura com L. pinaster, conferem a planta potencial tripanocida, acao
antibacteriana contra Staphylococcus aureus, anti-inflamatéria (SILVEIRA et al. 2005;
ABREU et al. 2011; ABREU et al. 2013; MULLER et al. 2019).

Das substancias relacionadas as propriedades biolégicas da espécie destacam-
se: 15-deoxi-goiazensolido, acido cafeico, acido isoclorogénico, vitexina, isovitexina e
acido E-lichnoférico, com acdo tripanocida (SILVEIRA et al., 2005); 15-deoxi-
goiazensolido, como antibacteriano (KELES et al. 2011); a-amirina, quercetina,
estigmasterol, sitosterol, friedelina, acido clorogénico, acido cindmico, acido cafeico,
rutina e lupeol como anti-inflamatérios (ABREU et al. 2013; MULLER et al. 2019).

Reis et al. (2010) e Resende (2013) identificaram o (E) — cinamato de metila,
substancia pertencente a classe dos fenilpropandéides, como o constituinte majoritario
(62,1% e 93%, respectivamente) nos 6leos essenciais de L. pinaster de ocorréncia na
mesorregido dos Campos das Vertentes.

Populacdes de L. pinaster ocorrem na regido sudeste da Serra do Espinhago
(Serra do Caraca, Ouro Preto, Serra de Ouro Branco, Carrancas, Sao Joao Del-Rei,
Serra da Moeda, Serra do Rola Mocga, Curral e Lavras), assim como na regiao
intermediaria da Serra do Cip6 e alguns pontos do Planalto de Diamantina (SEMIR et
al. 2011). Diante da ampla ocorréncia da espécie e das diferentes condi¢cdes
edafoclimaticas destas regides ha possibilidade de que as substancias relacionadas
as propriedades biolégicas possam ser alterados, fato que afetara as suas
propriedades terapéuticas. Apesar da producdo de metabdlitos especializados
(também denominado de secundéario) serem controladas geneticamente e
epigeneticamente (TRAPP; CROTEAU, 2001), os componentes ambientais

influenciam na quantidade, qualidade e concentracéo destes. Em resposta aos fatores
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abidticos as plantas sofrem ajustes no metabolismo primério e especializado,
principalmente para evitar, tolerar ou até mesmo resistir aos estresses ambientais
(SOUZA; LUTTGE 2015). Os fatores ambientais como sazonalidade, indice
pluviométrico, temperatura, altitude, solo, entre outros, apresentam correlacdes entre
si e nao atuam isoladamente, podendo influir em conjunto no metabolismo
especializado e no desenvolvimento foliar e/ou surgimento de novos 6rgdos das
plantas (LOPES et al. 2007). Diante da ampla abrangéncia de L. pinaster no estado
de Minas Gerais, Marques et al. (2020) avaliaram a composi¢cdo quimica dos 6leos
essenciais de seis populacdes de L. pinaster coletadas nas mesorregiées Norte
(municipios: Diamantina, Olhos D’Agua), Vale do Jetiquinhonha (Grdo Mogol) e
Metropolitana de Belo Horizonte (Caeté, Nova Lima, Moeda). Independente das
regibes de ocorréncia das populagcbes de L. pinaster os Oleos essenciais
apresentaram 0s sesquiterpenos como a classe predominante e auséncia do (E) —
cinamato de metila (fenilpropandide), identificado como a substancia mais abundante

nos 6leos essenciais da regido do Campos das Vertentes (REIS et al., 2010).

Na medicina popular, Lychnophora pinaster Mart. € uma planta medicinal com
amplo espectro farmacoldgico, tradicionalmente utilizando ramos, folhas e flores na
forma de infusdo, extrato alcodlico, cataplasma ou pomada. Ela é usada como
analgésico, antirreumatica, anti-inflamatorio, anestésico, cicatrizante, para
traumatismos, contusfées e picadas de insetos (CERQUEIRA et al. 1987;
RODRIGUES; CARVALHO, 2001; SAUDE et al. 2002; SILVEIRA et al. 2005; GUZZO
et al. 2008; REIS et al. 2010). Estudos descritos na literatura demostram as atividades
antitumoral (MERTEN et al., 2006), antimicrobiana (BORELLA et al. 1998; SAUDE et
al. 2002), anti-pirética e analgésica (FERRAZ FILHA et al. 2012), antioxidante e
anticonvulsivante (TALEB-CONTINI et al. 2008), antinociceptivapor (BORSATO et al.
2000) e tripanocida (BORELLA et al. 1998; GRAEL et al. 2005).

Silveira et al. (2005 b) em um estudo de Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio e Carbono-13 com o extrato da parte aérea de L. pinaster verificaram a
presenca do acido E-lichnophorico e a lactona sesquiterpénica 15- desoxi-
goiazensolido. Abreu et al. (2011) observaram a a¢éo antibacteriana ocasionada pela
presenca do triterpeno a-amirina, isolado de fragbes apolares dos extratos das folhas
e caule de L. pinaster, contra Staphylococcus aureus. Dentre os estudos

etnofarmacoldgicos atribuidos ao uso da Lycnophora sp. destaca-se a busca de novas
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alternativas para o tratamento contra a forma tripomastigota de Tripanossoma cruzi.
Oliveira et al (1996) observaram acao tripanocida in vitro do acido lychnophéico obtido
do extrato de L. pinaster, de forma que a substancia inibiu em 50% o crescimento
inicial dos protozodrios tripomastigotas. A atividade tripanocida de L. pinaster tem sido
atribuida a flavondides, lactonas sesquiterpénicas e derivado de acidos
cafeoilquinicos isolados a partir de extratos alcoodlicos das folhas e raizes (TAKEARA
et al., 2003; SANTOS et al., 2005). Ferreira (2010) avaliou a atividade anti-inflamatoria
e analgésica do extrato de L. pinaster coletada em campos rupestres de Nova Lima
(MG) e constatou a presenca de fenilpropandides, flavonoides, antraquinonas,
terpenoides e saponinas. A atividade anti-inflamatoria do extrato da espécie também
foi registrada por Pinheiro (2010), onde preparados de emulgel contendo extrato de L.
pinaster a 2% e 5% apresentaram maior atividade anti-inflamatéria do que o
medicamento Cataflam®. A autora sugere que a formulacdo de 2% de concentracao
poderia ser produzida em escala industrial, pelo baixo custo e eficiéncia.

De acordo com os dados de literatura, os principios ativos dos extratos de L.
pinaster sdo 15-deoxi goiazensolido (m/z 344), acido cafeico (m/z 180), acido
isoclorogénico (m/z 354), vitexina (m/z 432), isovitexina (m/z 432), acido E-lichnoférico
(254), a- amirina (m/z 426), quercetina (m/z 302), lupeol (m/z 426), estigmasterol (m/z
412), sitosterol (m/z 414) e friedelina (m/z 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).
Foram comprovadas as atividades anti-inflamatéria e antinociceptiva do extrato
etandlico da parte aérea da espécie (GUZZO et al. 2008). Posteriormente, atividade
anti-inflamatoéria dos extratos e de compostos isolados dos extratos de L. pinaster
(ABREU et al. 2013). Dos principios ativos tripanocida (15-deoxi-goiazensolido, acido
cafeico, acido isoclorogénico, vitexina, isovitexina, acido E-lichnoforico),
antibacteriano (15-deoxi-goiazensolido), anti-inflamatorio (a-amirina, quercetina,
estigmasterol, sitosterol, friedelina), analgésico e antipirético (friedelina) descritos na
literatura para L. pinaster (CHIARI et al. 1991; DUARTE et al. 1993; SILVEIRA et al.
2005a; ALCANTARA et al. 2005; SILVEIRA et al. 2005; ABREU et al. 2011; ABREU
et al. 2013) e monitorados pelo trabalho mais recente do nosso grupo de pesquisa,
Silva (2016) nos extratos etanodlicos das duas populacdes de L. pinaster do sul

(Carrancas) e do sudeste de Minas Gerais (ltabirito), somente a quercetina e
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friedelina, foram identificados em comum nos extratos das populacdes estudadas.
Testes de toxicidade sao elaborados com os objetivos de avaliar ou prever os efeitos
toxicos nos sistemas bioldgicos e dimensionar a toxicidade relativa das substancias
(FORBES; FORBES, 1994) apontando para uma possivel acao toxica seletiva dos
compostos com potencial atividade farmacoldgica. Desta forma, até o presente
momento, as principais atividades bioldgicas de L. pinaster podem ser atribuidas aos

metabdlitos especializados (Tabela 1).
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Tabela 1 - Substancias identificadas nos extratos de Lychnophora pinaster cujas atividades bioldégicas sdo descritas em

literatura
Substancia Classe Férmula Massa molecular Extrato Parte da Planta Atividade Referéncia
Molecular (Da) Bioldgica
Duarte et al. (1993)
15-deoxi- parte tripanocida; Chiari et al. (1991)
goiazensolido LS C19H2006 344 Etandlico aérea antibacteriana Keles et al. (2011)
Acido cafeico FE CoHsO4 180 Aquoso parte Tripanocida Silveira et al. (2005a)
aérea
Acido FE C16H1809 354
isoclorogénico
Vitexina FLA C21H20010 432
Isovitexina FLA C21H20010 432
E-acido ST Ci5H2202 254 Hexéanico parte Tripanocida Oliveira et al. (1996)
lichnoférico aérea Alcantara et al. (2005)
a-amirina TRI CsoHs00 426 . parte Antibacteriana Abreu et al. (2011)
hexanico aérea/ Abreu et al. (2013)
/aquoso/ folhas anti-inflamatoria
Quercetina FOL CisH1007 302 etandlico
Lupeol TRI C30Hs500 426
Estigmasterol EST C20H480 412
Sitosterol EST C29Hs00 414
Friedelina TRI C30Hs500 426 Aquoso anti-inflamatéria Silveira et al. (2005a)

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

Fonte: Silva, P. S. (2016, p. 72)
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostragem

A coleta do material vegetal de L. pinaster foi previamente autorizada pelo
Ministério do Meio Ambiente (ICMBio n°: 22772-6; SisGen/MMA: A01F803).

Para a localizacao das populages naturais de L. pinaster foram adotadas as
seguintes estratégias:

a) Consulta aos herbarios do Instituto Agrondmico (IAC), Universidade Estadual
de Campinas (UEC), Universidade Federal de Uberlandia (HUFU) e Jardim
Botanico do Rio de Janeiro (RB), de acordo com THIERS (2020), e
levantamento bibliogréfico (teses, artigos cientificos, etc.).

b) Levantamento junto a pesquisadores de Minas Gerais e/ou que trabalharam,
com o Cerrado Mineiro. Os principais pesquisadores que colaboraram com a
indicacéo possivel da presenca da espécie foi o Prof. Dr. Ernane Ronie Martins
— UFMG e o Prof. Dr. Jodo Semir- UNICAMP - SP.

c) Consulta a unidades de conservacao: foi realizado um levantamento de Uc’s
nas localidades proximo a relato da presenca L. pinaster. Posteriormente foi
feito o pedido de autorizacdo de visita e coleta dos materiais pertinente a
pesquisa ao 6rgdo competente do estado Minas Gerias, Instituto Estadual de
Floresta de Minas Gerais (IEF- MG) sob n° 006/2017.

Apbs a selecdo das areas potenciais para o estudo foi realizada duas expedicdes:
08/07/2017 a 15/07/2017 nas mesorregides Norte e Jequitinhonha, e 23/07/2017 a
29/07/2017 na mesorregido Metropolitana de Belo Horizonte e Campo das Vertentes
no Estado de Minas Gerais, Brasil. Com excecdo dos Campos das Vertentes, as
demais localidades estdo localizadas nos trés distritos floristicos dos campos
rupestres da parte setentrional da cadeia do espinhaco. Na parte norte temos o distrito
de Grédo Mogol, em Diamantina e até perto da Serra do Cipd temos o distrito do Platé
de Diamantina, e proximo a Belo Horizonte temos o distrito do quadrilatero ferrifero
(COLLI-SILVA et al. 2019).

Foram realizadas duas coletas das populagbes de L. pinaster no municipio de

Olhos D’Agua (OD e ODMa); uma no municipio de Grdo Mogol (GM) e duas no
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municipio de Diamantina (DI e DIMa) localizadas na mesorregido norte (Figura 5), com
excecdo da populacdo DIMa a qual encontra-se no Vale do Jequitinhonha; uma
populacdo em Moeda (SM); Caeté (CTRA); Raposo (RPS); duas em Nova Lima (SRM,

NLSC); e uma em Carrancas (CC) na mesorregiao dos Campos das Vertentes.

Figura 5 - Coleta dos individuos da L. pinaster. (A) Municipio de Grdo Mogol;

(B) Municipio Diamantina

A

Para cada populacgéo de L. pinaster foi amostrado ramos reprodutivos, com folhas,
inflorescéncias, e flores ou frutos para a confec¢do das exsicatas. Duas amostras por
populacdo foram utilizadas para o preparo das exsicatas e estas incorporadas no
Herbario UEC e IAC. A identificagdo botanica foi efetuada pelo Prof. Dr. Jodo Semir
do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) e Prof. Dr.
Marcelo Monge do Instituto de Biologia da Universidade Federal de Uberlandia.

Para cada populacao selecionada foram coletadas informacdes sobre latitude,
longitude e altitude, com equipamento Global Position System (GPS) Garmin 60 CSX.
Ademais, observamos caracteristicas do ambiente, como tipo de vegetagcédo, a
precipitacdo média anual e a temperatura média anual, utilizando cartas tematicas
disponibilizadas pelo IBGE (2020). Adicionalmente, foi coletado solos para cada uma
das populacdes amostradas. A partir dos dados da posi¢do geografica coletados nos
sitios de ocorréncia, efetuou-se a confeccdo de mapa de ocorréncia das populacdes
estudadas de L. pinaster. Os dados espaciais foram processados no ARCMAP (2018)
(Sistema de Processamento de Imagens Geograficas), versao 10.6.

Para o estudo dos constituintes fendlicos foram amostradas as partes aéreas
de 11 populacgbes de L. pinaster, sendo dez individuos por populacédo distribuidas no
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estado de Minas Gerais, nas cidades de Olhos D’Agua (OD e ODMa); Diamantina (DI
e DIMa); Moeda (SM); Caeté (CTRA); Raposo (RPS); Nova Lima (SRM); Nova Lima
(NLSC); Carrancas (CC); Grao Mogol (GM). As plantas foram marcadas com etiquetas
plasticas, e anotada a coordenada geografica para cada individuo (altitude, latitude e
longitude) por meio de GPS (Global Positioning System) (e-trex, Garmin®). As plantas
foram armazenadas, individualmente, em sacos plasticos etiquetados, até o transporte
ao laboratorio de Produtos Naturais do Centro de Recursos Genéticos do Instituto
Agronémico, Campinas —SP. No laboratério as folhas de cada um dos individuos
foram separadas dos ramos manualmente, e estas liofilizadas e acondicionadas em
sacos plasticos e mantidas a -80 °C até o momento do preparo dos extratos.

O preparo dos extratos e andlise dos constituintes fendlicos de L. pinaster foram
realizados no Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP)

em colaboragédo com a Profa. Dra. Alexandra Christine Helena Frankland Sawaya.

4.2 Anéalise morfométrica e nutricional da folha

Foram coletados dados morfométricos de trés individuos por populagéo de L.
pinaster totalizando 33 individuos avaliados nas 11 popula¢gbes naturais estudada.
Durante as coletas realizadas a campo foram tomadas de cada individuo: altura da
planta (determinada em centimetros, adotando-se, como critério, a distancia entre o
colo da planta e a extremidade do broto terminal do ramo principal); nimero de ramos
e comprimento dos ramos. Ainda em campo foi selecionada a 52 folha a partir da base
do ramo de trés individuos de cada populacgéo e estas transportadas ao laboratério de
Produtos Naturais do Centro de Recursos Genéticos do Instituto Agrondémico,
Campinas —SP, onde foi realizada a medida do comprimento e a largura do limbo das
folhas através do paquimetro digital, e as estimativas de area foliar, esta Ultima medida
pelo software Image J (RASBAND, 1997). Para calcular a massa especifica das folhas
(massa seca/area foliar), as amostras de folhas foram desidratadas em estufa de
circulacao forcada de ar (65°C), até peso constante, a partir disso foi feita a exploracéo
dos dados, como andlises de estatistica descritiva.

Para a realizacéo da analise nutricional das folhas foi separado um pool de 10
gramas de folhas secas dos 11 individuos da L. pinaster e em seguida as mesmas

pulverizadas em moinho (Figura 6). As amostras foram encaminhadas para o
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laboratorio do Departamento de Recursos Ambientais da Universidade Estadual
Paulista - UNESP, campus Botucatu onde a determinagcéo mineral seguiu metodologia
de MALAVOLTA et al. (1997).

Figura 6 - (A) Anélise morfométrica das folhas de L. pinaster; (B) Pulverizacao

das folhas em moinho

4.3 Andlise quimica do Solo

As amostras de solos foram coletados na camada 0-20 cm, aproximadamente,
sendo realizadas cinco tradagens por area para formar amostra composta (BRASIL,
2002). J& no laboratério de fitoquimica (IAC) as amostras foram submetidas a
fragmentacdo manual, a separacdo das fragbes foi feita por peneiramento nas
peneiras de malha de 20 mm, seguida de secagem em estufa a 40 °C (Figura 7). As
amostras de solo foram encaminhadas para o laboratério do Departamento de
Recursos Ambientais da Universidade Estadual Paulista - UNESP, campus Botucatu
para a realizagdo da analise quimica. A determinagéo de fertilidade do solo seguiu a
metodologia de RAIJ et al. (2001) e estes classificados conforme o Sistema Brasileiro
de Classificacéo de Solos (SANTOS et al., 2006).
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Figura 7- Diferentes solos peneirados das regides de coletas da L. pinaster,
laboratdrio de Produtos Naturais do Centro de Recursos Genéticos do Instituto

Agronémico, Campinas -SP.

4.4 Obtencao dos extratos etandlicos

Os extratos foram preparados pelo método de maceracdo com etanol (Synth
P.A. 99,5%) como solvente. Afim de otimizar o processo de extragéo foram realizados
pré-testes a partir de 60 mg de material vegetal (mistura de individuos por populacgéo),
triturado em nitrogénio liquido, e 100%, 80% e 70 % de etanol (Synth P.A. 99,5%) em
tubo eppendorf de 2 mL. A solugéo extrativa foi mantida em banho ultrassom por 20
minutos, centrifugada por 2 minutos, posteriormente filtrada em papel filtro e
acondicionada em vials de 2 mL (Figura 8). As solucdes foram analisadas por
cromatografia de ultra alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas e definido
0 uso da solugéo hidroetandlica a 70% no preparo dos extratos. No total foram
preparados 110 extratos, sendo dez por populagédo de L. pinaster.
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Figura 8 - (A) Identificacdo e separacao das folhas, (B) liofilizacéo, (C) preparo
dos extratos

4.5 Andlise cromatografica do extrato da L. pinaster

A analise cromatografica foi realizada em equipamento UHPLC Acquity
acoplado ao espectrometro de massas TQD Acquity (Micromass-Waters Manchester,
England), com fonte de ionizagédo electrospray (ESI) em modo negativo e coluna
coluna Ci1s BEH Waters Acquity (2,1 mm x 50 mm x 1,7 pum).

As eluicdes foram conduzidas a uma vazdo de 200 pL.min?, fase moével A -
agua purificada (Milli-Q) com 0,1% de &acido férmico e fase B - metanol (grau
cromatografico) de acordo com o sistema de gradiente mostrado na Tabela 2.

Aliquotas de 10 pL de cada amostra foram injetadas em duplicata.

Tabela 2 - Gradiente utilizado na andlise do extrato etandlico de L. pinaster por
UHPLC-MS. Fase movel A- 4gua purificada (Milli-Q) com 0.1 % de

acido formico e fase movel B - metanol

Tempo (min) % A (H20) % B (MeOH)
Inicial 80 20
7 40 60
8 0 100
8.5 0 100
8.6 80 20

10 80 20
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As condi¢bes do espectrometro de massas para todos os analitos foram:
ionizacao por eletrospray em modo negativo sob as seguintes condi¢des: voltagem do

capilar 3kV, temperatura da fonte 150°C e temperatura de dessolvatacédo 300°C.

O modo de ion selecionado (SIM) foi usado para identificacdo e quantificacao
dos seguintes compostos: m/z 353 — acido clorogénico; m/z 163 — acido p-cumarico;

m/z 431 — vitexina e iso-vitexina; m/z 609 — rutina e m/z 301 — quercetina.

Padrées comerciais de acido clorogénico (Sigma-Aldrich, = 95%), acido p-
cumarico (Sigma-Aldrich, 98%), quercetina (Sigma-Aldrich, 98%), vitexina (Sigma-
Aldrich, 95%), isovitexina (Sigma-Aldrich, = 98%), rutina (Sigma-Aldrich, 95%) foram
utilizados para a identificacdo e quantificacdo das substancias. As quantificacdes das
foram feitas a partir da construcao de curvas de calibracédo pelo método de calibracdo
externa a partir de solugdo estoque dos padrdes comerciais das substancias (1
mg/mL), seguida de diluicbes sucessivas para concentracdes de 10; 100; 1,000;
5.000; 10.000 e 50.000 ng.mL?. Os resultados foram expressos por ng/g de folha

seca. No total foram analisados 110 extratos, sendo dez por populacao de L. pinaster.

4.6 Anédlise Estatistica

Os dados morfometricos foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste Scotty-knott a 5% de significancia utilizando o software
estatistico Sisvar, versdo 5.6 (FERREIRA, 2019). Dados dos nutrientes foliares foram
normalizados por soma e auto escalados por causa dos teores terem grandezas muito
diferentes. Os atributos do solo e os dados de composicao quimica foram submetidos
as analises multivariadas de componentes principais (PCA) e agrupamentos
hierarquicos (HCA) por meio do plataforma online Metabonalyst (XIA et al., 2015). Os
dados foram pré-processados sendo os atributos do solo normalizados por soma e
autoescalados devido a grandes diferencas nas concentragdes. As concentragdes dos
compostos organicos foram tratadas sem normalizagdo ou escalamento. Para
construcao do HCA foi utilizada a distancia euclidiana. Os dados foram submetidos ao
modelo de correlagdo de Pearson para obtencdo da magnitude e sentido de

associacdes entre as variaveis estudadas, (MUKAKA, 2012). A significancia das
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correlagdes foi avaliada a 5% de probabilidade, tendo-se adotado o teste t, descrito
por Steel & Torrie (1980).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Andlise ecogeografica das regides de coleta

Das 11 populagbes amostradas 36% estéo localizadas na mesorregido Norte
(municipio de Diamantina: DI, ODMa; Olhos D’ Agua: OD; e Grdo Mogol: GM) e 9.5%
no Jequitinhonha (Dimantina: DIMa) desenvolvendo-se sobre solos quartizidicos. As
populacdes da mesorregido Metropolitana de Belo Horizonte representam 45% do
total coletado, onde as populacbes amostradas nos municipios de Caeté (CTRA),
Raposos (RPS) e Nova Lima (NLSC, SRM), ocorrem em campo rupestre ferruginoso,
com desenvolvimento sobre canga, enquanto que a populacédo da Serra da Moeda
(SM) em solos quartizidicos. A mesorregidao de Campos das Vertentes (municipio de
Carrancas: CC), representando 9.5% das populacdes, se encontra em area
classificada como complexo rupestre de altitude, com solo de origem quartzitica
(COURA, 2006) (Figura 9).

Figura 9 - Mapa com as localidades de coleta evidenciando as mesorregifes do
Estado de Minas Gerais, Brasil.
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Fonte: IBGE (2019, p. 68).
Como demonstrado na Tabela 3, a altitude dos locais de coleta variou de 700 m a
1580 m.
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Tabela 3 - Localizacéo e caracterizacao das regides de ocorréncia de populacdes naturais de Lychnophora pinaster,
Minas Gerais, Brasil

Altitude

Populacéo Municipio Latitude Longitude (m) Prec(:ri]ﬁ):]tqa;géo M;I.. M (C;A)in. (Eé(g'ggg&;
GM Gréo Mogol 16°55'39.5"S 042°89'17.1"W 859 969 29.0 11.2 UEC 208038
oD Olhos D’ Agua 17°40'39.9"S 043°57'15.1"W 704 1387 27.3 15.0 UEC 208032

Dl Diamantina 18°14'54.9"S 046°36'11.5"W 819 1498 24.0 15.0 UEC 208027
ODMa Olhos D’ Agua 17°40'37.7"S 043°57'01" W 700 1387 27,3 15.0 UEC 208037
DIiMa Diamantina 18°14'56.2"S 046°36'17.2"W 796 1498 24.0 15,0 UEC 208026
CTRA Caeté 19°52'51.6"S 043°40'11.2"W 1497 1456 27.0 16.0 UEC 208036

SM Moeda 20°19'58.6"S 044°03'10.8"W 1366 1345 27.2 14.5 UEC 208030
NLSC Nova Lima 19°59'09.8"S 043°58'59.7"W 1450 1320 27.0 14.0 UEC 208028
SRM Nova Lima 19°59'08.8"S 044°01'18.8"W 1498 1320 27.0 14.0 UEC 208029
RPS Raposos 19°96'39.2"S 043°80'47.4"W 969 1377 29.5 15.2 UEC 208031

CC Carrancas 21°28'11.6"S 044°38'07.6"W 1307 1580 25.0 12.5 UEC 208033

Mesorregi&o Norte: municipio de Olhos D’Agua (OD e ODMa), Diamantina (DI) Grdo Mogol (GM); Jequitinhonha: municipio de Diamantina (DIMa); Metropolitana
de Belo Horizonte: municipio de Moeda (SM), Caeté (CTRA), Raposo (RPS), Nova Lima (SRM, NLSC); Campos das Vertentes: municipio de Carrancas (CC).
* Temperatura Média.
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As populacbes das mesorregides Norte (GM, DI, ODMa, OD) e do
Jetiquinhonha (DIMa) se encontram em area de menor altitude (700 a 859 m) que as
das mesorregides de Campos das Vertentes (CC: 1307 m) e Metropolitana de Belo
Horizonte (NLSC, SRM, RPS, CTRA, SM: 1366 a 1497 m). A menor altitude
observada foi para a populacdo ODMa (700 m) coletada municipio de Olhos D’ Agua
e maior para SRM (1498 m) de ocorréncia no municipio de Nova Lima (Tabela 3).

A precipitacdo média anual nas mesorregifes de coleta de L. pinaster variou
de 969 mm (mesorregiao Norte, populacdo GM, municipio de Grdo Mogol) até 1.580
mm (Campos das Vertentes, populacdo CC, municipio de Carrancas). A temperatura
média anual variou entre a minima de 11.2°C (mesorregidao Norte, populacdo GM,
municipio de Grdo Mogol) e a maxima de 29,5°C (Metropolitana de Belo Horizonte,
populacdo RPS, municipio de Raposos). As espécies encontradas sado tipicas de
areas de fitofisionomia de Campos Rupestres e Canga (COURA, 2006).

Os ambientes de ocorréncia da L. pinaster sofrem grandes pressdes
antropogénicas, tais como queimadas e extrativismo, além da expansdo urbana
(CNFlora 2019). Este ultimo evento foi observado na ocasido da expedicéo de coleta
para a populacdo OD do municipio de Olhos D’agua, onde a espécie estava localizada
em sitio proximo de residéncias e estradas. Durante a expedicdo de coleta foi
observado que as popula¢des do municipio de Diamantina (DIMa e DI) apresentavam
sinais de queimadas, ndo sendo observado nos individuos o processo fisioldgico de
rebrota.

De acordo com a tabela 4, a &rea foliar e o peso foliar dos individuos localizados
em Gréo Mogol (GM), regido mais ao norte, é estatisticamente superior aos demais.
O comprimento de ramos foi superior nos sitios de coleta Grdo Mogol (GM),
Diamantina (DI, DIMa), Caeté (CTRA) e Carrancas (CC). A variavel nimero de ramos
apresentou diferenca significativa, tendo valores superiores nos sitios de coleta Grao
Mogol (GM) e Serra da Moeda (SM). Foram encontrados individuos de L. pinaster com
maior altura de plantas nas localidades de Grdo Mogol (GM), Raposos (RPS), Olhos
D’agua (ODMa), Diamantina (DIMa), Serra da Moeda (SM) e Carrancas (CC)
estatisticamente superiores aos demais. Ja nas populacdes NLSC e SRM na
localidade de Nova Lima observou-se individuos, significativamente, com menor porte.
Diniz et al. (2017) em estudo da estrutura da populagao de L. pinaster da regiédo sul
de Minas Gerais, observou plantas de diferentes alturas e agrupamentos, onde 0s

menores individuos eram os mais abundantes, evidenciando o potencial regenerativo
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da planta e predominancia de propagacgao vegetativa no grupo. Neste mesmo estudo,
0os autores concluiram que os fatores abiéticos, como o fogo, devem ter sido os
principais determinantes da estrutura populacional da espécie, que se mostrou

abundante mesmo sob as condi¢cdes pedoclimaticas severas a que sao submetidas.

Tabela 4 - Anélise morfométrica da Lychnophora pinaster em diferentes

regides

Populacio Area chJIiar Peso foliar Comprimento de Ndmero de S\Igrtz

(cm?) (mg) ramos (cm) ramos (cm)
GM 2,29a 55,00 a 64,17 a 79,60 a 107,40 a
oD 154b 44,60 b 28,39 b 39,80 b 88,64 b
ODMa 153b 14,00 c 33,67b 38,00 b 146,40 a
DI 1,23b 32,60 c 55,27 a 17,60 b 69,40 b
DIMa 0,76 c 11,20 ¢ 55,27 a 26,60 b 146,60 a
RPS 153b 40,00 b 33,67b 38,00 b 126,40 a
SM 0,48 c 10,80 ¢ 32,00 b 62,34 a 111,60 a
NLSC 0,29 d 10,00 ¢ 38,80 b 23,40b 33,40 ¢c
SRM 0,27d 10,60 c 37,27b 27,20 b 40,80 c
CTRA 0,25d 10,40 c 60,13 a 29,60 b 79,20 b
CC 0,17d 10,20 ¢ 87,87 a 27,40 b 112,80 a

*C.V% 31,75 40,95 30,43 22,79 19,51

Médias seguidas de mesma letra nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-knott a 5%
de probabilidade. *C.V: coeficiente de variagéao.

Mesorregi&o Norte: municipio de Olhos D’Agua (OD e ODMa), Diamantina (DI) Grdo Mogol (GM);
Jequitinhonha: municipio de Diamantina (DIMa); Metropolitana de Belo Horizonte: municipio de Moeda
(SM), Caeté (CTRA), Raposo (RPS), Nova Lima (SRM, NLSC); Campos das Vertentes: municipio de

Carrancas (CC).

A variacdo morfométrica presente nas popula¢gdes ocorrentes nas diferentes
regides, permite observar que os individuos de L. pinaster da populacdo de Grao
Mogol (GM) sdo superiores em todas as caracteristicas morfométrica avaliadas.

Enquanto as populacdes de Nova Lima (NLSC e SRM) apresentam menores valores.
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5.2 Atributos do solo das regides ecogeograficas de ocorréncia Lychnophora
pinaster

Os campos rupestres sobre canga sdo um ambiente peculiar e frequente na
regido do Quadrilatero Ferrifero, Minas Gerais. Sua vegetacdo, associada a
afloramentos hematiticos, apresenta uma série de adaptacdes morfolégicas e
fisioldgicas, contribuindo para um alto grau de endemismo (VIANA, 2007). A Serra da
Calcada e a Serra do Rola Moca (Nova Lima) situa - se no Quadrilatero Ferrifero,
consideram-se campos rupestres sobre canga a vegetacdo sobre solo hematitico
(Figura 10-C), podendo ser sobre conglomerados macicos (canga couracada sensu
Rizzini (1979)) ou sobre solo pedregoso, que possibilita o estabelecimento massivo
de vegetacdo graminoide (canga nodular sensu RIZZINI (1979)).

Em solos com cascalho e ou couragados o sistema radicular das plantas depara

com obstaculos para penetracéo (Figura 10- C e D).

Figura 10 - Diversidade de solos nas areas de coleta em Minas Gerais. Solos:
(A) arenoso - (DI) populacdo Diamantina; (B) argiloso - (CTRA) Caeté; (C) canga
encouracada - (NLSC) Serra da Calcada; (D) pedregoso/ cascalho - (GM) Gréao
Mogol.
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Assim o0 enraizamento dos individuos arbOreos ocorre principalmente nas
frestas das rochas onde acumula maior volume de substrato devido o horizonte A
(constituido, basicamente de rocha alterada e humus) est4 assentado diretamente
sobre a rocha ou sobre o horizonte C (camada mineral pouco ou parcialmente
alterada) que € pouco espessado (HARLEY, 1995, EMBRAPA, 1999, RIBEIRO;
WALTER, 2008; REATTO et al.,2008;) (Figura 11).

Figura 11 - Lychnophora pinaster Mart. (Raiz p

-

ivotante)

7. z

o e g 2 - N

O resultado da analise de solo dos sitios de coleta de L. pinaster é
apresentado na tabela 5. Os solos, apresentaram predominantemente carater acido,
com altos niveis de aluminio (Al**), baixa saturacdo por bases e pobres em matéria
organica. Em relagdo aos nutrientes, observa-se como padrédo baixos teores de
macronutrientes como P, K, Mg e elevadas concentragdes de micronutrientes como
Fe e Zn. A textura dos solos € predominantemente franca, conhecida também como
textura média, que possuem como caracteristica boa drenagem e capacidade de
retencdo de agua (BRADY; WEIL, 2013; CENTENO et al., 2017).
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Tabela 5. Atributos fisicos e quimicos dos solos das populacdes de Lychnophora pinaster, Minas Gerais, Brasil

Populaggo pH M.O.  Presna APBR* H+Al K Ca Mg SB CTC V% S B Cu Fe Mn  Zn Analise Fisica
g/dm?® mg/dmd® mmols/dm® - ——————————— mg/dm3-————————
GM 38 33 1 10 32 09 9 1 1 43 25 4 023 02 124 04 0.1 Franco arenoso
oD 4.1 25 2 7 27 14 8 1 10 37 27 3 022 10 66 16,0 0.2 Franco
ODMa 4.0 26 2 17 60 0.9 8 2 11 71 15 3 022 06 178 33 02 franca
DI 4.2 19 2 9 29 08 12 2 14 43 33 6 0.20 0.2 58 04 01 franca
DIMa 4.0 16 2 9 25 0.7 6 1 7 32 22 4 021 0.3 68 03 01 Franco siltoso
SRM 3.6 66 14 17 216 18 21 4 27 243 11 25 074 05 332 9.0 37 franca
SM 4.1 49 12 4 106 29 31 6 40 145 27 12 056 06 204 512 56 franca
CTRA 6.0 49 5 0 26 11 60 31 91 117 78 11 026 04 74 39.3 1.4 Franco arenoso
NLSC 3.5 74 7 16 233 1.8 17 2 21 254 8 19 042 05 338 3.4 2.9  Franco argiloso
RPS 41 44 2 6 60 15 23 3 28 88 32 8 026 18 324 361 1.0 Franca
CC 4.2 26 1 7 28 19 14 3 19 48 41 6 026 04 119 31 04 Areia franca

Mesorregigo Norte: municipio de Olhos D’Agua (OD e ODMa), Diamantina (DI) Grdo Mogol (GM); Jequitinhonha: municipio de Diamantina (DIMa); Metropolitana
de Belo Horizonte: municipio de Moeda (SM), Caeté (CTRA), Raposo (RPS), Nova Lima (SRM, NLSC); Campos das Vertentes: municipio de Carrancas (CC).
M.O.: Matéria organica; P resina: fésforo resina; Al**: aluminio trocavel; H+Al; Acidez potencial; k: Potassio; Ca: célcio, Mg: magnésio; SB: Soma de bases;
CTC: Capacidade de troca catibnica; V%: Saturacdo de bases; S: enxofre; B: boro; Cu: cobre; Fe: ferro; Zn: zinco.
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A populagdo CTRA pertencente a mesorregido metropolitana de Belo horizonte,
destacou-se das demais, devido aos valores de pH levemente &cido (6), auséncia de
aluminio (Al3+) e saturacdo por bases acima de 60% (78%). Essas condi¢cfes sao
ideais para absorcdo de nutrientes, conforme critérios usados na agronomia para
plantas cultivadas (AQUINO, 2009). No entanto, em relacdo as plantas nativas, o
padrdo de resposta em funcdo das condi¢des fisico-quimicas do solo é diferente,
sendo descrita adaptabilidade dessas espécies em solos com condi¢cdes adversas e
de baixa fertilidade (HARIDASAN, 2000). No caso de L. pinaster, Oliveira-Junior et al.
(2005) avaliando o efeito da calagem e adubacédo concluiram que trata-se de uma
espécie com baixa exigéncia nutricional, exceto em relacdo aos micronutrientes zinco
(Zn) e manganés (Mn), e destacam que embora ndo seja acumuladora, é tolerante ao
aluminio (AP*).

O Zn e Mn atuam na ativacdo de enzimas, além disso, o Zn é um dos
precursores da biossintese de auxina, horménio vegetal promotor do alongamento
celular, enquanto o Mn é importante precursor da biossintese de clorofila, organela
responsavel pela fotossintese dos vegetais (TAIZ & ZEIGER, 2017). De acordo com
a classificacao de Raij et al. 2001, nos solos dos sitios de ocorréncia de L.pinaster, o
Zn foi encontrado em alta concentracdo (> 1,2 mg/dm?) nas populacées de SM (5,6
mg/dm?3), CTRA (1,4 mg/dm?3), SRM (3,7 mg/dm?3) e NLSC (2,9 mg/dm?3) e em média
concentracdo (0,6 - 1,2 mg/dm® em RPS (1 mg/dm?) todas localizadas na mesorregiéo
Metropolitana de Belo Horizonte. Baixas concentracdes de Zn (<0,5 mg/dm?) foram
observadas nas cinco populacdes do Norte (OD, ODMa, DI GM) e em DIMa
pertencente a mesorregiéo do Jequitinhonha. Alta concentragéo de Mn (> 5,0 mg/dm3)
foi observada apenas nas populagées de CTRA (39,3 mg.dm?), OD (16 mg.dm?3) e SM
(51,2 mg.dm3).

O aluminio AI®*, presente em alta concentracdo (> 5 mg.dm3) em todas as
populacdes, exceto SM (4 mg.dm3®) e CTRA (ndo detectado) € um elemento
responsavel pelo aumento da acidez do solo, e consequente indisponibilizacdo de
nutrientes como P, Ca, Mg e K. Além disso, mostra-se fitotbxico, com danos ao
desenvolvimento radicular devido a alteracdes durante o processo de proliferacao
celular (BURNHAM et al., 2017, HORBOWIZ et al., 2011). No entanto, assim como
outras plantas do cerrado, pode-se concluir que a arnica € tolerante a regides com
altas concentragfes de aluminio, tendo em vista sua ocorréncia nos solos avaliados
neste estudo e resultados de literatura (OLIVEIRA-JUNIOR et al., 2005). Os
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mecanismos que lhe conferem tal tolerancia, segundo Mengel and Kirkby 2001, sdo
de ordem genética e estdo em consonancia com Goodland and Ferri 1979 a respeito
da adaptacao das plantas as condi¢des de solos de Cerrado.

Os solos das populacdes de L. pinaster foram classificados de acordo com o Sistema
Brasileiro de Classificacdo de solos (SANTOS et al., 2018), conforme demonstrado na
Figura 12. As popula¢cdes GM, OD, ODMa, DI, DIMa encontram-se sobre Neossolos
Litélicos, que sé@o solos rasos, normalmente encontrados em locais de relevos mais
declivosos, e com baixos percentuais de fésforo, como observado no presente estudo,
com o fosforo variando de 1 a 2 mg/dm3 para essas populacdes. Os solos das demais
populacées foram classificados em Cambissolos Haplicos, que apresentam fertilidade
variavel, relevo declivoso ou montanhoso, pequena profundidade e massa de pedras
sobre o0 solo. Nas regides onde essas popula¢des ocorrem, algumas variacbes em
relacdo a atividade da argila e presenca de ferro sdo observadas, sendo elas assim
divididas em Cambissolo Haplico PV Distréfico (NLSC, SM, SRM, RPS), Cambissolo
Haplico Perférrico (CTRA) e Cambissolo Haplico LVA Distréfico (CC) (SANTOS et al.
2018).

Figura 12. Mapa de classificacdo dos solos das areas de ocorréncia de L.
pinaster no estado de Minas Gerais.
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A figura 13 apresenta a analise de componentes principais (PCA), obtida a
partir da matriz de correlagcéo dos atributos do solo. Por meio de duas componentes
principais for possivel explicar 78,8% da variacao total dados. Isso permitiu identificar
os atributos quimico do solo mais relevantes e agrupar as populacdes de acordo com
caracteristicas similares. E possivel observar a formacéo de trés grupos, sendo o
primeiro caracterizado pela maior proximidade das populac¢des DI, DIMa, GM e ODMa
gue possuem alta correlacdo com os atributos V, Ca, SB, H+AIl, CTC. O segundo
(grupo 2) composto pelas populacées SRM, NLSC, SM, CC, OD, RPS, assim
agrupados em funcéo do K e Zn. O grupo 3 representado apenas pela populacao

CTRA destaca-se devido aos nutrientes Mn e Mg.

Figura 13 - Biplot da analise de componentes principais de atributos do solo

dos sitios de ocorréncia de L. pinaster
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5.3 Andlise nutricional das folhas de Lychnophora pinaster

Os nutrientes disponiveis para as plantas estdo nas formas solUveis na solucao
do solo, e grande parte deles estdo adsorvidos aos coloides, ou na fase mineral ou
organica como elemento lentamente disponivel (SENGIK, 2003). Para a diagnose da
fertilidade de um solo € necesséario conhecer. a disponibilidade de macro e
micronutrientes, saber quem sao os cations e 0s anions, a relacao entre os nutrientes
e as condicOes de acidez do meio.

A primeira medida, quando se pretende iniciar um estudo visando o cultivo de
qualquer espécie vegetal estd na analise de solo e sua exigéncia nutricional. No
presente trabalho foi analisado a composic¢éo nutricional das folhas da L. pinaster nas

diferentes regides de ocorréncia natural (Tabela 6).
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Tabela 6 — Nutrientes foliares das populacdes de Lychnophora pinaster, estado de Minas Gerais, Brasil

N P K Ca Mg S B Cu Fe Mn n
------------------------- g kgt - e EREEEEEER 1110 [ (0 [
GM 7 0,2 10 2 1,8 0,7 22 11 149 83 11
DI 9 0.4 14 2 15 0.7 15 9 152 84 29
DIMa 8 0.4 13 1 1.4 0.7 13 10 106 121 37
oD 10 0.5 16 2 15 0.7 18 11 377 332 30
ODMa 6 0.3 13 1 1.3 0.7 13 7 105 135 20
SM 10 0.4 5 6 1.7 0.9 15 13 7895 713 75
CTRA 10 0.4 4 4 1.4 0.8 14 11 626 541 44
NLSC 10 0.4 4 4 1.4 0.8 15 12 7236 286 62
RPS 10 0.4 12 3 1.6 0.8 18 17 5188 688 57
SRM 10 0.4 4 6 15 0.8 6 15 2479 990 92
CC 8 0.4 9 3 1.0 0.7 17 14 585 254 32

Mesorregido Norte: municipio de Olhos D’Agua (OD e ODMa), Diamantina (DI) Grdo Mogol (GM); Jequitinhonha: municipio de Diamantina (DIMa); Metropolitana
de Belo Horizonte: municipio de Moeda (SM), Caeté (CTRA), Raposo (RPS), Nova Lima (SRM, NLSC); Campos das Vertentes: municipio de Carrancas (CC).
K: potassio; Ca: calcio, Mg: magnésio; S: enxofre; B: boro; Cu: cobre; Fe: ferro; Zn: zinco; Mn :manganés; N :nitrogénio; P: fosforo.
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Afim de compreender a composicdo quimica de nutrientes das folhas da L.
pinaster nas diferentes regides de ocorréncia da espécie os dados foram analisados
por meio da HCA e gerado o heatmap (Figura 14). Devido os teores terem grandezas

muito diferentes os dados foram normalizados por soma e auto escalados.

Figura 14 - Heatmap dos nutrientes foliares das populacdes de L. pinaster em
diferentes regides
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Através do heatmap € possivel observar que varias amostras ainda estdo agrupadas
por regido como GM, ODMa, DI e DIMa (regiao norte e Vale do Jequitinhonha,
respectivamente) dentre os nutrientes observado apenas o teor Fe nas folhas se
mostrou baixo em todas as populagbes desse grupo. Em contra partida o fosforo (P)
se mostrou fortemente presente nas folhas. A associagdo com fungos micorrizicos
podem também auxiliar na eficiéncia de utilizacdo e reciclagem do (P) fosforo
(ALMEIDA, 2006). De acordo com Smith (1993) a eficiéncia da transferéncia entre
planta e fungo é um fator chave, determinante da resposta dos simbiontes em termos
de eficiéncia de aquisicdo de nutrientes, crescimento e aptiddo na complexa relagéo
da planta com os microorganismos. Essencialmente, a eficiéncia micorrizica é a
habilidade do fungo de aumentar a fotossintese e o crescimento do hospedeiro,

através de um melhor fornecimento de nutrientes, principalmente o fosforo.
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Outro grupo regional € SM, RPS, NLSC e SRM (Regido Metropolitana de Belo
Horizonte) que apresentam altos teores de Fe no solo e pouco do resto nas folhas,
salientando que o solo destas amostras apresentava bastante K e estas folhas
apresentam pouco K. Mostrando que a composi¢ao inorganica nas folhas nao reflete
o teor destes no solo. Finalmente, h4 um grupo intermediério (OD, CC e CTRA) cujos
inorganicos ndo se agrupam com a regido. A composicao de nutrientes na folha em
CC e OD apresentou composicao similar, embora de regidao diferente. CTRA
apresentou alto teor de Mn no solo e na folha. A disponibilidade dos nutrientes sofre
influéncia do pH do solo, o nitrogénio (N) e o potassio (K) é melhor aproveitado pela
planta em solo com pH acima de 5,5 (MALAVOLTA, 1979). A disponibilidade maxima

verifica-se na faixa de pH do solo entre 6 e 6,5.
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5.4 Caracterizacdo dos constituintes fendlicos dos Extratos de Lychnophora
pinaster

Nas amostras de L. pinaster foram encontradas acido clorogénico, quercetina,
vitexina, acido p-cumarico e rutina (Figura 16). As suas estruturas quimicas estdo

apresentadas na figura 15.

Figura 15 - Estruturas quimicas dos compostos fendlicos identificados nos
extratos das folhas de populacdes de Lychnophora pinaster, Minas Gerais,
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Quercetinz Vitexina
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Formula Molecular : C, H..0- Formula Molecular : C, H+0,

Fonte: banco de dados de estruturas quimicas ChemSpider.
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Figura 16 - Cromatogramas obtidos por UHPLC-MS ionizacéao por eletrospray
em modo negativo dos padrdes comerciais da (A) quercetina — m/z 302, tR 5.90
min; (B) rutina—m/z 610, tR 4.19 min; (C) vitexina — m/z 432, tR 3.58 min; (D)
acido p-cumarico — m/z 163, tR 3.14 min; (E) acido clorogénico —m/z 353, tR
1.75 min
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Na tabela 7 é possivel verificar com detalhes os resultados do monitoramento

dos constituintes fendlicos utilizando UHPLC-ESI-MS, onde sdo apresentadas a

quantidade de ions detectados por populacéo e o tempo de retencéo (tR).
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Tabela 7 - Dados adquiridos na analise dos extratos das populagdes de L.

pinaster por UHPLC-ESI-MS/MS com ionizagao por eletrospray em

modo negativo.

Identificagéo tR (min)

ESI- [M - H] - m/z

Populacdes

Acido clorogénico 1.75

Acido p-cumérico 3.14

Vitexina 3.58

Quercetina 5.90

Rutina 4.19

353

163

432

302

610

CC (Carrancas), CTRA (Caeté),
Dl (Diamantina), DIMa
(Diamantina), GM (Grdo Mogol),
NLSC (Serra da Calcada), ODMa
(Olhos ‘D Agua), OD (Olhos ‘D
Agua), RPS (Raposos), SM (Serra
da moeda), SRM (Serra do Rola
Moca)

CC (Carrancas), CTRA (Caeté),
DI (Diamantina), DIMa
(Diamantina), GM (Grao Mogol),
NLSC (Serra da Calcada), ODMa
(Olhos ‘D Agua), OD (Olhos ‘D
Agua), RPS (Raposos)

CC (Carrancas), CTRA (Caeté),
DI (Diamantina), DIMa
(Diamantina), GM (Grao Mogol),
NLSC (Serra da Calcada), ODMa
(Olhos ‘D Agua), OD (Olhos ‘D
Agua), RPS (Raposos), SM (Serra
da Moeda), SRM (Serra do Rola
Moca)

CC (Carrancas), CTRA (Caeté),
DI (Diamantina), DIMa
(Diamantina), NLSC (Serra da
Calcada), ODMa (Olhos ‘D Agua),
OD (Olhos ‘D Agua), RPS
(Raposos), SM (Serra da moeda),
SRM (Serra do Rola Mocga)

DI (Diamantina), DIMa
(Diamantina), NLSC (Serra da
Calcada), OD51 (Olhos ‘D Agua),
OD (Olhos ‘D Agua), SM (Serra da
moeda), SRM (Serra do Rola
Moca)

*= [ons monitorados nos extratos.
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O acido clorogénico (m/z 353, tR= 1.75 min), foi identificado em todas as
populacées. Adicionalmente, o ion m/z 163 (tR= =3.14 min) foi identificado como o
acido p-cumarico por meio da comparacdo com padrdo comercial, ndo sendo
encontrado nos extratos das populacdes CTRA, SM e SRM. A rutina foi detectada no
extrato das populacdes DIMa, DI, NLSC, ODMa, OD, SM e SRM.

As curvas de calibracédo utilizadas para a quantificacdo das substancias estédo
demonstradas nos graficos 17 A a 17E com coeficiente de correlacdo (r) > 0.9900
(Figura 17).

Figura 17 - Curva de calibracéo (ug) dos padrdes comerciais de acido

clorogénico (A), &cido p-cumarico (B), vitexina (C), rutina (D) e quercetina (E).
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(C)

Vitexina y = 149293x + 10950

1600000 R?=0,9988

1400000
1200000
1000000
800000
600000
400000
200000

Area

(D)

Area

(E)

Area

A concentracdo de quercetina, acido p-cumarico, acido clorogénico, vitexina e
rutina estdo apresentadas na tabela 8. Foi possivel observar a presenca da isovitexina

(m/z 432) no tempo de retengéo 4,01 min em varias amostras, no entanto o valor esta

abaixo do

Nas populacgdes de L. pinaster das mesorregioes Norte, Metropolitana de Belo
Horizonte e Campos da Vertentes do estado de Minas Gerais foram identificados os

acidos clorogénico e p-cumarico e os flavonoides, quercetina, vitexina e rutina (Tabela

8).

0
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4 6
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Quercetina y =357513x + 141314
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limite de quantificagéo.
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Tabela 8 - Constituintes fenolicos (ng/g) identificados nas folhas de populagdes
de Lychnophora pinaster, estado de Minas Gerais, Brasil

Populacdo ac. clorogénico ac. p-cumarico vitexina rutina guercetina
GM 417 1 1345 -
oD 553 5 1025 6 22

ODMa 60 32 1180 3 29
DI 187 17 829 21 16
DIMa 555 10 692 79 3
NLSC 224 2 49 65 41
CTRA 360 - 32 - 14
RPS 295 5 44 - 3
SM 361 - 163 4 25
SRM 324 - 34 40 20
CcC 767 18 18 - 72

(-): substancia nao detectada.

Mesorregi&o Norte: municipio de Olhos D’Agua (OD e ODMa), Diamantina (DI) Gréo
Mogol (GM); Jequitinhonha: municipio de Diamantina (DIMa); Metropolitana de Belo
Horizonte: municipio de Moeda (SM), Caeté (CTRA), Raposo (RPS), Nova Lima
(SRM, NLSC); Campos das Vertentes: municipio de Carrancas (CC).

Estudos prévios com as partes aéreas de L. pinaster de ocorréncia na regiao
Metropolitana de Belo Horizonte identificaram a presenga do &cido clorogénico e rutina
(MULLER et al., 2019), vitexina (SILVEIRA et al., 2005, MULLER et al., 2019) e
qguercetina (ABREU et al., 2013) e as atividades anti-inflamatéria da quercetina
(ABREU et al.,, 2013) anti-inflamatéria e anti-hiperuricémicas da rutina e acido
clorogénico (MULLER et al., 2019).

As populacdes das mesorregioes Norte (OD, ODMa, DI, GM) e de Jequitinhona
(DIMa) apresentaram a maior concentracdo da vitexina (692 a 1345 ng/g folha)
guando comparadas com a Metropolitana de Belo Horizonte (SRM, NLSC, SM, RPS,
CTRA: 32 a 163 ng/g folha) e Campos das Vertentes (CC: 18 ng/g folha). A populacéo
de Grao Mogol (GM) apresentou maior concentracao de vitexina (1345 ng/g folha) e a
de Carrancas (CC) a menor (18 ng/g folha).

Dentre as populacdes, a ODMa (mesorregido Norte) apresentou a menor
concentracdo de &acido clorogénico (60 ng/g folha) e a de Carrancas (CC),
mesorregido dos Campos das Vertentes, a maior (767 ng/g folha).

O &cido p-cumarico ndo foi detectado em trés populagbes da mesorregido
Metropolitana de Belo Horizonte (SRM, CTRA, SM) com maior concentragdo na

populacdo ODMa (35 ng/g folha), mesorregido Norte, quando comparada com as
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demais populagdes. A maior concentracao de quercetina (72 ng/g folha) foi observada
para a populacado CC (72 ng/g folha), mesorregiao de Campos das Vertentes.

A rutina ndo foi detectada nas populacdes de Carrancas (CC), Raposos (RPS),
Caeté (CTRA) e Grao Mogol (GM), sendo mais abundante na populacdo de
Diamantina (DIMa: 79 ng/ g folha), esta Ultima pertencente a mesorregidao do
Jetiquinhonha.

Na analise dos componentes principais (Figura 18) os dois primeiros
componentes explicaram 99,6 % da variancia total, com PC1 sendo responsavel por
descrever 87,8% e PC2 11,8%. As populag¢des formaram quatro grupos, com o0 grupo
1 constituido pelas popula¢des da mesorregidao Norte (GM, OD) e do Jetiquinhonha
(DIMa), grupo 2 da mesorregido Metropolitana de Belo Horizonte (SRM, NLSC, SM,
RPS, CTRA), grupo 3 da mesorregiao Norte (ODMa e DI) e o grupo 4 pela populagéo
Campos das Vertentes (CC).

Figura 18 - Biplot da analise de componentes principais (PCA) dos compostos

fendlicos da L. pinaster. Minas Gerais, Brasil
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As substancias responséaveis pelos agrupamentos foram a vitexina e o acido
clorogénico. Os grupos 1 e 3 sdo constituidos pelas populagbes com alta
concentracdo de vitexina e 0s grupos 2 e 4 pelo acido clorogénico. A maior abundancia
do &cido clorogénico nas popula¢des do grupo 1 (417 a 555 ng/g folha) contribuiu para
a sua separacao do grupo 3 (60 e 186 ng/g folha), 0 mesmo sendo observado para os
grupos 2 e 4, onde a populagcdo CC apresentou maior concentragdo da substancia
(767 ng/g folha). Andalise de agrupamentos hierarquicos (Figura 19) as populagbes
formaram dois grandes grupos, o grupo 1 formado pelas popula¢des da mesorregiao
Norte (GM, OD, ODMa, DlI) e do Jetiquinhonha (DIMa) e o grupo 2 pelas populagbes
da mesorregidao Metropolitana de Belo Horizonte (SRM, NLSC, SM, RPS, CTRA) e
Campos das Vertentes (CC). Observa-se a formacao de subgrupos no grupos 1, um
formado pelas populacbes ODMa, DI e GM e o outro por OD e DIMa, a ultima

populacao pertencente a mesorregiao do Jetiquinhonha e as demais do Norte.

Figura 19 - Analise de agrupamentos hierarquicos (HCA) das 11 populacdes
de L. pinaster de ocorréncia nas mesorregides Norte, Jetiquinhonha,
Metropolitana de Belo Horizonte e Campos da Vertentes, Minas Gerais, Brasil
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No grupo 2 observa-se a formacédo de um subgrupo formado pelas populaces
da regido Metropolitana de Belo Horizonte (SRM, RPS, CTRA, SM, NLSC) e o
segundo formado pela populacdo do municipio de Carrancas (CC), de ocorréncia na
mesorregido dos Campos das Vertentes. Estes resultados demonstram que o perfil

dos constituintes fendlicos nas populacdes variou em funcdo da origem geogréfica.

5.5 Correlacéo dos dados

Realizou-se a correlagao de Pearson entre os teores dos compostos observado
no extrato a Lychnophora pinaster e o de nutrientes de folhas e do solo (Tabela 9).
Entre os nutrientes analisados na relagao solo observou-se correlagado negativa entre
a matéria organica (MO) do solo e a vitexina (R= - 0,63). A vitexina também teve uma
correlagao fraca com o potassio (K) (R= - 0,61) e com o nitrogénio (N) (R= -0,67)
encontrado nas folhas. De acordo com Gobbo-Neto e Lopes (2007), uma correlagéo
bem estabelecida € que menores quantidades de metabdlitos fendlicos sao
produzidos em condi¢gdes de fornecimento abundante de nitrogénio. O &acido p-
cumarico também obteve uma relagédo negativa com o N foliar (R= - 0,72). Essa fraca
correlacdo € um indicativo de que a mineralizacdo do N contido nas folhas pode estar
interferindo no teor de vitexina e o acido p-cumarico. Correlagées positivas foram
observadas entre os teores de Ca na folha (R= 0,63) e MO no solo (R= 0,63) em
relagdo ao acido p-cumarico. Freitas et al. (2008) observaram que deficiéncias de
nitrogénio, fosforo e potassio aumentaram os teores de vitexina nas folhas do
maracujazeiro doce, mas as deficiéncias de célcio e boro os reduziram, e que
deficiéncias de magnésio e enxofre ndo alteraram os teores de vitexina.

Nao se observou nenhuma correlagdo significativa entre os teores de

nutrientes do solo e foliar com o acido clorogénico e rutina.



Tabela 9 - Coeficiente de correlacédo simples de Person entre os compostos identificados no extrato da folha, os

nutrientes do solo e foliares
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Ac. clorog Ac. p-cumér Vitexina Rutina  Quercetina Ph M.O.  Presina Al3+ H+Al K Ca Mg SB CTC V% S B Cu Fe Mn Zn N f Pf Kf Caf Mg f Sf Bf Cuf Fef Mnf Znf
Ac. clorogénico 1
Ac. p-cumédrico  |-0,19
Vitexina -0,16 0,40
Rutina -0,02 0,14 0,14
Quercetina 0,32 0,35 0,35 -0,08
Ph 0,03 -0,16 -0,16 -0,26 -0,01 1
M.O. -0,22 0,63* -0,63* -0,07 -0,05 0,11 1
Presina -0,10 -0,45 -0,42 0,04 -0,07 -0,12  0,75** 1
Al3+ -0,33 0,47 0,39 0,19 -0,03 -0,70* -0,03 0,17 1
H+Al -0,25 -0,29 -0,38 0,16 -0,01 -0,40 0,77** 0,87** 0,51
K 0,20 0,38 -0,61*  -0,20 0,41 013 056 0,63* -025 0,49 1
Ca 011 0,48 -0,64*  -0,22 -0,03 0,82** 0,63* 0,36 -0,63* 0,0 0,31
Mg -0,05 -0,31 -0,41 -0,25 -0,08 0,94** 0,40 017 -058 -0,10 0,0 0,93** 1
SB -0,09 -0,44 -0,58 -024 -0,03 0,87** 0,58 031 -0,62* 0,05 023 0,99** 0,96** 1
CTC -0,26 0,43 -0,56 0,05 -0,02 -0,03 0,91** 0,91** 0,23 0,93** 0,54 0,47 027 042 1
V% 0,17 -0,23 -0,38 -0,30 0,09 0.96** 0,10 -0,19 -0,81** -0,46 -0,05 0,79** 0,87** 0,82** -0,11 1
S| -0,13 -0,50 -0,60 0,13 -0,03 -0,02 0,87** 0,89** 0,19 0,90** 0,47 045 027 040 0.96** -0,06 1
B -0,06 -0,43 -0,47 0,08 -0,33 -0,27 0,79** 0,97* 0,28 0,95** 0,67* 0,25 0,03 020 0,93** -0,30 0,92** 1
Cu 0,23 0,26 -0,39 0,13 0,06 008 030 -014 -018 008 026 012 -011 005 009 -0,05 0,00 -0,04 1
Fe 0,38 0,27 -0,52 0,18 0,07 037 071* 039 028 069** 044 012 -018 003 064* -036 056 055 0,68* 1
Mn -0,17 -0,56 -0,61 -0,14 -0,02 041 0,59 034 -064* 014 063 0,73* 048 067 039 042 028 027 057 041 1
Zn -0,10 -0,49 0,51 -0,05 0,02 -0,07 0,73* 0,92** -0,08 0,73* 0,83** 0,44 0,18 0,38 0,80** -0,09 0,74* 0,87** 0,04 045 0,60* 1
N foliar 0,05 -0,72* -0,67* 0,11 -0,05 0,27 0,56 044 -050 031 051 05* 032 049 047 031 052 041 050 0,33 0,69* 0,50 1
P foliar 0,27 -0,18 -0,47 0,20 0,25 0,20 0,04 016 -033 006 033 0,20 010 016 011 018 0,16 0,13 034 -002 033 017 0,72* 1
K foliar 0,08 0,54 -0,70* -0,13 -0,23 -0,28 -0,82** -0,60* 0,22 -0,52 -0,52 -0,70* -0,51 -0,66*% -0,72* -0,31 -0,71**-0,62** -0,10 -0,50 -0,55 -0,65 -0,41 0,05 1
Cafoliar -0,04 0,63* -0,73* -0,02 0,18 0,07 0,88 0,84** -0,18 0,73* 0,81** 0,60 031 053 086* 0,11 0,85* 0,85** 0,19 0,53 0,64* 0,89** 0,67* 0,24 -0,84** 1
Mg foliar 0,32 0,58 0,28 -0,10 -0,78** 020 028 030 -006 020 008 004 -008 -002 018 -021 016 023 008 016 028 034 022 -030 -002 0,20
s foliar 0,23 -0,60 -0,68%  -0,02 -0,04 0,17 0,79** 0,69* -0,36 0,553 0,76** 0,67* 037 059 0,70 0,16 0,62** 0,65** 0,39 058 0,88** 0,88** 0,67* 0,21 -0,73* 0,86** 0,35 1
B foliar 0,27 -0,04 0.38 -0,45 -0,08 0,05 -044 066* -046 -072 -012 -018 -0,14 -0,17 -0,72* 021 -0,72* -0,65* 0,11 -0,32 0,03 -044 -021 -0,29 0,39 -0,42 025 -0,27
Cu foliar 0,32 -0,55 -0,72* -0,09 0,09 -0,12 061* 036 -020 044 -0,61* 0,26 -0,0 019 047 003 052 050 047 062* 041 043 052 027 -038 0,60* 0,10 052  -0,02 1
Fe foliar -0,24 -0,47 -0,58 0,15 0,11 -0,14 0,56 039 -028 038 0,73** 0,32 -0,04 022 043 -008 033 043 0,67* 0,72* 0,80** 0,65* 0,56 0,20 -0,54 0,67 0,30 0,85** -0,06 0,52
Mn foliar -0,06 -0,55 -0,68* -0,10 -0,07 0,04 0,88** 0,81** -0,03 0,78** 0,67 0,53 029 047 0,89** 0,01 086** 0,84** 030 0,62* 057 0,79** 0,67* 035 -0,57 0,85** 0,22 0,77** -0,51 0,73** 0,52 1
Zn foliar -0,13 -0,54 -0,76* 0,30 0,05 -0,09 0,81** 0,80** 0,0 0,81** 0,68** 0,42 012 034 0,86** -0,11 0,85** 0,84** 0,38 0,71* 0,57 0,81** 0,71* 042 -0,67* 0.88** 0.14 0,82** -0,64* 0,64* 0,70* 0,88** 1

* ** significativos a 5 e 1%, respectivamente.
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Estudos realizados visando correlacionar a influéncia dos nutrientes sobre a
producdo de metabdlitos especializados mostram uma correlacdo positiva com a
proporcao carbono/nutrientes, ou seja, em solos pobres em nutrientes, paralelamente
a menor taxa de crescimento, geralmente se verifica maior producdo de metabdlitos
especializados, particularmente derivados fenodlicos (Gobbo-Neto e Lopes, 2007).
Essa relagéo nao foi observada no presente trabalho, quando plantas de menor porte
foram comparadas com as de porte maior (Tabela 4). Embora os metabdlitos
especializados sejam controlados geneticamente, o ambiente de crescimento da
planta pode influenciar na produgdo de seus compostos quimicos de uso medicinal e
na quantidade de material vegetal (Lapa, 2006). Assim, sabendo-se dos inUmeros
fatores que podem levar a variacdo no teor de metabdlitos especializados, fica claro a
necessidade de estudos visando detectar as condicGes e épocas para cultivo e/ou
coleta que conduzam a uma matéria-prima vegetal com concentracdes desejaveis na

L. pinaster.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A espécie Lychnophora pinaster é caracterizada por um notavel endemismo e
estéa distribuida em diferentes regides do estado de Minas Gerais, destacando-se nas
regides Norte, Jequitinhonha, Regido Metropolitana de Belo Horizonte e Vale das
Vertentes. Esta pesquisa € a primeira contribuicdo quanto a caracterizagdo ambiental,
e quimica da L. pinaster proveniente de varias populacdes naturais de Minas Gerais.
Os resultados desta pesquisa mostram informacdes basicas e essenciais para a
execucdo de um plano de conservacdo das espécies e possivelmente um
planejamento do sistema de cultivo/domesticagéo e o uso seguro na medicina popular.
Nas folhas das populagbes da L. pinaster foram identificados os compostos
quercetina, p-cumarico, rutina, vitexina e acido clorogénico. As substancias acima
citadas s&o bioativos de valor econémico e podem contribuir para o desenvolvimento
de fitomedicamentos. Portanto essa espécie merece estudos de manejo para
conservar as populacdes nativas. Espera-se que esta pesquisa subsidie outros
estudos de ensaios biolégicos com a espécie, bem como, incentive pesquisas com
outras espécies nativas, sempre visando o uso racional desses recursos e sua

conservagao.
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7 CONCLUSAO

Nos extratos etandlicos das folhas de L. pinaster foram identificados os acidos
clorogénico, &cido p-cumarico, quercetina, vitexina e rutina. As populacdes da
mesorregido Norte e Jetiquinhonha possuem maior concentracao de vitexina e a dos
Campos das Vertentes do &cido clorogénico. A espécie ocorre em locais de alta
altitude (700m e 1498m), precipitagbes anuais de até 1455 mm, em solos
ferruginosos, baixa fertilidade e de textura predominantemente franca. Apresenta
variacbes morfométricas entre populacfes, com maiores indices para os individuos
da populacdo do municipio de Grdo Mogol (mesorregido Norte) e menores valores
para os das populacdes de Nova Lima (mesorregiao Metropolitana de Belo Horizonte).
De modo geral, a L. pinaster apresentou maiores valores de nutrientes foliares na
regido regiao norte e Jequitinhonha, exceto o Fe. O ambiente de ocorréncia da L.
pinaster no estado Minas Gerais € diverso, contribuindo para a diversidade quimica

das populagdes, assim como dos aspectos morfologicos nas diferentes regides.
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