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MARQUES, A.P.S. DIVERSIDADE GENETICA E QUIMICA DE POPULACOES NATURAIS
DE Lychnophora pinaster MART. 2020. 110p. Defesa de Tese (Doutorado) — INSTITUTO DE
BIOCIENCIAS DE BOTUCATU, UNESP — UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA,
BOTUCATU

RESUMO - Lychnophora pinaster Mart. (Asteraceae) é uma espécie de ocorréncia restrita ao Estado
de Minas Gerais e utilizada pela populacdo local por suas propriedades anti-inflamatoria e analgésica.
O uso indiscriminado pela populagdo e destruicdo de seu habitat contribuiram para que a espécie
entrasse em risco de extingdo. Estudos de populacdes de L.pinaster oriundas do sul e do norte do estado
de Minas Gerais reportam diferentes composicdes de seus 6leos essenciais e niveis de diversidade
genetica, sendo necessarios estudos de maior abrangéncia geografica que permitam sua caracterizagdo
em diversas regides do estado. Diante disso, este estudo objetivou avaliar a composi¢do quimica dos
6leos essenciais e diversidade genética de populacGes de Lychnophora pinaster Mart. coletadas em
diferentes regiGes de Minas Gerais. As populacdes avaliadas nos estudos quimicos sdo oriundas de
duas regides: Diamantina (DIMa), Olhos D’ Agua (OD) e Grio Mogol (GM), da regi&o Norte de Minas
Gerais; e trés da Regido Metropolitana de Belo Horizonte, Caeté/Rio Acima (CTRA), Nova
Lima/Serra da Calcada (NLSC) e Serra da Moeda (SM). Os o0leos essenciais foram extraidos por
hidrodestilacdo, a composicao quimica analisada por CG-EM e CGXxCG-EM e os resultados avaliados
por métodos quimiomeétricos. Analises de solos revelaram diferencas entre os solos das populagdes.
DIMa e SM apresentaram os maiores rendimentos dos 6leos essenciais (ambas 0,12%), enquanto o
menor foi 0 de NLSC (0,04%). Ndo foi detectada diferenca de rendimento em funcgéo da regido. Os
6leos essenciais apresentarm divergéncia na composi¢do quimica em funcdo da populacéo. Para a
regido norte, dentre as substancias majoritarias estdo o a-pineno (12%) GM; 14-acetoxi-a-humuleno,
(21,9%) para DIMa e 14-hidroxi-4,5-dehidro-cariofileno e esquamulosona (9,13% e 8,30%,
respectivamente) para OD. Para a Regido Metropolitana de Belo Horizonte as substancias com maior
abundancia foram; 1,7-diepi-a-cedrenal (6,46%), (Z)-nerolidol (12,60%) em CTRA. Entre regides, o
14-hidroxi-o-humuleno também foi majoritario para GM (35,95%), DIMa (13,39%) e NLSC
(56,33%). DIMa, OD e NLSC se mostraram proximas quimicamente, apesar de pertencerem a
diferentes regides do estado, distantes em 273km. As populacdes GM, SM e CTRA nao demonstraram
similaridade quimica entre si ou com as demais. Estes resultados, em conjunto com os da literatura,
sugerem a ocorréncia de quimiotipos em funcéo da regido e entre populacdes. As analises genéticas
demonstram que as populacGes de L.pinaster apresentaram déficit de heterozigotos, com excecgdo de

AB, para qual as heterozigosidades esperada e observada foram iguais. As analises de componentes



principais e discriminante resultaram em um agrupamento genético das popula¢Ges em funcéo da
regido. A distancia geografica e a endogamia nas populacdes apresentaram efeito sobre as distancias
genéticas encontradas, contribuindo para seu aumento. As populaces ndo exibiram um padrdo de
agrupamento em funcéo da regido e se mostraram estruturadas, com Campos das Vertentes formando
um unico grupo e exibindo compartilhamento dos SNPs somente entre si. A regido metropolitana de
Belo Horizonte ndo apresentou agrupamento das populacdes, permanecendo isoladas entre si,
enquanto na regido norte formaram-se dois grupos, um de GM e OD e outro de DIMa. Os resultados
encontrados para as analises genéticas vado ao encontro das caracteristicas quimicas dos Oleos

essenciais das populacdes.

Palavras-chave: 0Oleos essenciais, genética de populacGes, plantas medicinais, metabolitos

especializados



MARQUES, A.P.S. GENETIC AND CHEMICAL DIVERSITY OF NATURAL
POPULATIONS OF Lychnophora pinaster MART. 2020. 110p. Thesis Defense (Doctorate) -
BOTUCATU BIOCIENCES INSTITUTE, UNESP - PAULISTA STATE UNIVERSITY,
BOTUCATU

ABSTRACT - Lychnophora pinaster Mart. (Asteraceae) is a species restricted to the State of Minas
Gerais and used by the local population for its anti-inflammatory and analgesic properties. The
indiscriminate use by the population and the destruction of its habitat contributed to the species
becoming at risk of extinction. Studies of L. pinaster populations from the south and north of the state
report different compositions of their essential oils and levels of genetic diversity, requiring studies of
greater geographic scope that allow their characterization in several regions of the state. Given this
scenario, this study aimed to evaluate the chemical composition of essential oils and genetic diversity
of populations of Lychnophora pinaster Mart. collected in different regions of Minas Gerais. The
populations evaluated in the chemical studies come from two regions: Diamantina (DIMa), Olhos
D’Agua (OD) and Grio Mogol (GM), from the northern region of Minas Gerais; and three from the
Metropolitan Region of Belo Horizonte, Caeté/Rio Acima (CTRA), Nova Lima/Serra da Calcada
(NLSC) and Serra da Moeda (SM). The essential oils were extracted by hydrodistillation, the chemical
composition analyzed by CG-EM and CGxCG-EM and the results evaluated by chemometric methods.
Soil analyzes revealed differences between the populations' soils. DIMa and SM showed the highest
yields of essential oils (both 0.12%), while the lowest was that of NLSC (0.04%). No difference in
yield was detected depending on the region. Essential oils differ in chemical composition depending
on the population. For the northern region, major substances include a-pinene (12%) GM; 14-acetoxy-
a-humulene, (21.9%) for DIMa and 14-hydroxy-4,5-dehydro-karyophylene and squamulosone (9.13%
and 8.30%, respectively) for OD. For the Metropolitan Region of Belo Horizonte, the most abundant
substances were; 1,7-diepi-a-cedrenal (6.46%), (Z) -nerolidol (12.60%) in CTRA. Among regions, 14-
hydroxy-a-humulene was also the majority for GM (35.95%), DIMa (13.39%) and NLSC (56.33%).
DIMa, OD and NLSC were shown to be chemically close, despite belonging to different regions of the
state, 273km apart. The GM, SM and CTRA populations did not show chemical similarity to each
other or to the others. These results, together with those in the literature, suggest the occurrence of
chemotypes depending on the region and between populations. Genetic analyzes demonstrates that L.
pinaster populations showed a deficit of heterozygotes, with the exception of AB, for which the
expected and observed heterozygosities were equal. The principal component and discriminant

analyzes resulted in a genetic grouping of populations according to the region. Geographic distance



and inbreeding in populations had an effect on the genetic distances found, contributing to its increase.
The populations did not exhibit a pattern of grouping according to the region and were shown to be
structured, with Campos das Vertentes forming a single group and exhibiting SNPs sharing only
among themselves. The metropolitan region of Belo Horizonte did not present a group of populations,
remaining isolated from each other, while in the northern region two groups were formed, one of GM
and OD and the other of DIMa. The results found for the genetic analyzes are in agreement with the
chemical characteristics of the essential oils of the populations.

Keywords: essential oils, population genetics, medicinal plants, specialized metabolites



l. INTRODUCAO GERAL

O consumo de plantas visando melhoria de salde e qualidade de vida é intrinseco a historia
evolutiva da espécie humana e tem sido perpetuado até a atualidade. A utilizacdo de plantas medicinais
com fins profiléticos, curativos e paliativos foi reconhecida internacionalmente pela Organizagdo
Mundial da Satde (OMS) em 1978, ano em que iniciou um trabalho de estimulo de difusdo mundial
dos conhecimentos acerca do tema e incentivo aos Estados membros para integrar ou inserir a medicina
tradicional em seus sistemas de sadde, caso do Sistema Unico de Saude (SUS) no Brasil. No ano de
2006 foi aprovada no Brasil a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares do SUS,
que incluiu, em carater complementar, a medicina tradicional chinesa, plantas medicinais e
fitoterapicos no sistema de atendimento a saude (BRASIL, 2006; BRASIL, 2012).

No Brasil, o dominio fitogeografico do Cerrado cobre uma &rea de aproximadamente 2 milhdes
de km?, menor somente que a floresta tropical Amazonica (MELO Jr. et al, 2012). Muitas espécies
vegetais do Cerrado possuem forte importancia cultural, econdmica e medicinal. Por possuir rica
biodiversidade e excepcional quantidade de espéecies endémicas ameacadas, € um hotspot mundial que
merece atengdo prioritaria para conservacdo (STRASSBURG et al. 2017). Nesse ambiente, suas
espécies estdo sujeitas a alteracoes de relevo e a condicGes edafoclimaticas diversas, como solo e clima
secos, variacOes extremas de temperatura e de oferta de agua. A atuacdo destas forcas ambientais pode
levar ao surgimento ou manutencéo de adaptacdes e ocorréncia de endemismo. Endemismo este que é
caracteristico na flora presente em campos rupestres, de forma que a conservacéo e estudo de suas
espécies sao prioritarios (SEMIR, 1991; GIULIETTI, PIRANO, 1988). Dentre as espécies presentes
em campos rupestres se encontram as do género Lychnophora (Asteraceae), pertencente a tribo

Vernonieae, presente nos estados da Bahia, Goias e Minas Gerais (SEMIR, 2011).

Lychnophora pinaster Mart.

Dentre os géneros pertencentes a familia botanica Asteraceae se encontra o Lychnophora (tribo
Vernonineae, subtribo Lychnophorinae), nativo do Cerrado brasileiro e que conta com 68 espécies
divididas em seis se¢des: Lychnophora, Lychnophoriopsis, Lychnophorioides, Lychnocephaliopsis,

Sphaeranthus e Chronopappus. Ocorre nos estados de Minas Gerais, Bahia e Goias (SEMIR, 1991).



Estudos demonstram a atividade anti-inflamatoria, antipirética, antitumoral, antinociceptiva,
antioxidante, anticonvulsionante e antimicrobiana (tripanocida) para vérias espécies do género, sendo
suas partes aéreas e raizes utilizadas na medicina popular em preparados hidroalcodlicos de
administracdo oral ou topica, por seus efeitos no combate a dores e no tratamento de feridas,
hematomas, inflamacdes e reumatismo (CAPELARI-OLIVEIRA et al., 2011; TALEB-CONTINI et
al., 2008; FERREIRA et al., 2014; ABREU et al., 2013). Suas propriedades sdo atribuidas as lactonas
sesquiterpénicas e derivados de acidos cafeoilquinicos, extraidos a partir de suas folhas e raizes
(ABREU et al., 2013). O género se destaca pela diversidade estrutural de seus constituintes quimicos,
dos quais mais de 250 compostos foram isolados (HEBEDA et al., 2011).

Lychnophora pinaster Mart. (Figura 1) é espécie endémica as fitofisionomias dos campos rupestres
e campos de canga de Minas Gerais (SEMIR, 2011) e de grande importancia medicinal regional
apresentando elevado potencial fitoterapico e aromatico. Os campos de cangas sdo afloramentos
rochosos oriundos de intemperismos de rochas ferriferas subjacentes (itabiritos e diamictitos
ferruginosos) e posterior enriquecimento de ferro, que formam couracas de dezenas de metros de
profundidade em areas de milhares de hectares, onde habitam dezenas de espécies raras. Estes campos
se localizam majoritariamente no estado de Minas Gerais, dentro do Quadrilatero Ferrifero e ao leste
da Cadeia do Espinhaco, se distribuindo como ilhas nas por¢des mais altas do relevo. As vegetacoes
associadas a estes campos costumam ser denominadas como campos ferruginosos, vegetacdo ou
savana metalofila ou vegetacdo de bancada lateritica, mas ndo ha um consenso sobre sua a
nomenclatura (CARMO, JACOBI; 2013).




Figura | — Imagens de L. pinaster, Minas Gerais, 2019. Marques, 2019. (A) Espécime de L. pinaster
Mart. da regido norte do estado de Minas Gerais, (B) Em detalhe, inflorescéncia de L. pinaster.

Semir (1991), em estudo taxondmico do género Lychnophora, reportou as seguintes regides de
ocorréncia de L. pinaster: Barbacena, Belo Horizonte, Belo Vale, Itabirito, Betim, Biribiri,
Brumadinho, Cachoeira do Campo, Campos, Caraca, Carrancas, Catas Altas, Chapada Diamantina,
Cidade de Minas, Congonhas do Campo, Gandarela, Grdo Mogol, Itabira, Itabirito, Itamarandiba,
Itumirim, Jardim Nossa Senhora das Gragas, Lavras, Lavras Novas, Lavrinha, Mariana, Miguel
Burner, Nova Lima, Santa Barbara, Santa Rita, Sdo Julido, Serra do Ouro Branco, Serra da Caraga,
Serra das Carrancas, Serra de Curral d’El Rey, Serra do Curral, Serra d’Itabira do Campo, Serra do
Itacolimi, Serra da Lapa, Serra de Lavras Novas, Serra do Mesquita, Serra da Moeda, Serra do Palmital,
Serra da Piedade, Serra do Rola Mocga e entre Virgem da Lapa, Campo Alegre e Serra do Cipo.

Os individuos de Lychnophora pinaster se apresentam na forma de subarbustos eretos
ramificados, pequenos arbustos ericoides e, mais raramente, como arbustos mais altos, variando entre
0,4 a 2,4m, porém chegando a atingir 3,6 m (Figura 2). Suas folhas podem se apresentar muito
imbricadas e ascendentes na parte superior dos ramos e mais patentes até pouco reflexas nas partes
inferiores. Suas folhas variam entre as formas: linear, linear oblonga, rosmarinidide e ericdide, sendo
ocasionalmente longa e linear em forma de fita. Sua base foliar vai de arredondada a auriculada,
ligeiramente atenuada, de apice obtuso a pouco arredondado ou pouco agudo (raro), margem revoluta,
venacao broquidédroma, face adaxial intensamente tomentosa canescente, nervura principal subvilosa
quando jovem, subglabrescente permanecendo pouco pubérula até totalmente glabra quando velha. A
textura de suas folhas pode ser muito rugosa e bulada, as vezes quase lisa. A nervura principal é
alargada e vai afinando da base para o apice. A face abaxial é tomentosa, com tricomas subvilosos e
tomentosos cobrindo todas as nervuras, com a principal subquadréatica, que é ndo alada e sulcada
(SEMIR, 1991).



Figura Il — Imagens de individuos de L. pinaster, Minas Gerais, 2017. (A) 0,8 m; (B) 2,10 m ;(C) 3,0
m, Minas Gerais, Brasil. Fonte: Santos, D. G. P.O., 2017.

Quanto aos aspectos vegetativos, reprodutivos e dispersdo dos frutos, L. pinaster apresenta
caracteristicas fenolégicas sazonais em funcdo de variagdes climaticas, com floracdo entre meses de
agosto a outubro e dispersdao dos frutos entre dezembro, janeiro e fevereiro (SILVA, 1998),
considerada época mais provavel para coleta dos frutos. Seus aquénios se encontram em subcapitulos

de capitulos com papus internos e externos como estrutura de dispersdo (SEMIR, 1991)

Segundo Isobe (2012), L. pinaster apresenta caracteres anatdmicos foliares xeromorficos como
cuticula grossa, folhas hipoestomaticas e alta densidade de tricomas tectores. As folhas jovens e adultas
apresentam indumento formado por tricomas tectores ramificados e glandulares capitados em ambas
as faces, distribuidos aleatoriamente pela superficie foliar, com maior densidade em folhas jovens. As
folhas sdo hipoestomaticas com estdmatos se apresentando acima do nivel das demais células. A
epiderme é uniestratificada, o mesofilo é compacto dorsiventral e os feixes vasculares sdo colaterais.
Na epiderme da face adaxial, as células sdo quadrangulares e volumosas, recobertas por cuticula
bastante espessa, enquanto na abaxial sdo achatadas, menos volumosas, com cuticula delgada. Os
tricomas glandulares sdo bisseriados, compostos por 10 células (duas basais, seis no pedunculo e duas
formando a cabeca secretora, apresentando cuticula delgada). Testes histoquimicos confirmaram a

natureza lipofilica da secrecdo, em consonancia com as andlises quimicas do estudo. Tricomas



glandulares diferiram em fungéo da face ou do estadio de desenvolvimento da folha. Na face adaxial
em folhas jovens se mostram totalmente desenvolvidos, ativos em secre¢do, geralmente com a cuticula
distendida, enquanto na face abaxial s&o menores e aparentemente em fases iniciais do
desenvolvimento. Os tricomas glandulares na face abaxial de folhas adultas exibem atividade secretora
(amplo espaco subcuticular contendo secre¢édo) e os da face adaxial sdo, em maioria, tricomas com

cuticula rompida, indicando término da atividade secretora.

Quanto a propagacdo da espécie, Haber (2008) avaliou a produgdo de mudas produzidas
vegetativamente, a partir de quatro populacdes de L. pinaster de diferentes localidades de Minas Gerais
(Antena, Estrada Real, Estrada Real 1 e Pogo Bonito). Na produgéo das estacas, seus caules foram
mantidos por 24 horas em solucdo de acido indolbutirico (IBA) a 300mL™, sem aeracio,
posteriormente cultivadas em bandeja, apresentando bom enraizamento, e depois transplantadas a
campo, contando com 174 mudas da populagcdo Antena, 95 da Estrada Real, 92 de Poco Bonito e 89
da Estrada Real 1.

Para a propagacdo via sementes, Melo (2014) registrou baixos resultados de germinagéo
(méaximo de 7,88%) sob diferentes faixas de temperatura, com destaque para 0s aquénios em estadio
maduro, sem papus interno nos aquénios, sob incidéncia de luz (sementes fotoblasticas positivas
preferenciais) submetidos a temperatura entre 20-30°C. Em estudo da morfologia interna das sementes,
o autor descreveu que os aquénios considerados “cheios” (cavidade do aquénio totalmente ocupada
pela semente) apresentaram maior porcentagem média de germinacdo e maior massa média (MELO,
2009).

A espécie também foi alvo de estudo de propagacdo in vitro, em estudo realizado por Souza
(2007), obtendo sucesso de propagacdo. A multiplicacdo dos individuos de L.pinaster ocorreu com o
uso de baixas concentracdes de acido indolbutirico para induzir a formacdo de multiplos brotos em
aquénios. Para estimulo do enraizamento foi utilizado acido naftalenacético sobre segmentos nodais
das raizes. Quando em ponto de transplantio, as mudas que foram plantadas em solo retirado da area
natural de ocorréncia da espécie apresentaram 100% de sobrevivéncia, enquanto as transplantadas para

substrato comercial ndo sobreviveram (mortalidade de 100%).



Metabolismo vegetal especializado

Metabolitos especializados, também conhecidos como secundarios, sdo moléculas orgéanicas
extremamente diversificadas sintetizadas por plantas, algas, fungos, bactérias. Sao classificados de
acordo com a sua origem e a producdo destas diferentes classes de substancias é frequentemente
associada a conjuntos de espécies dentro de grupos filogenéticos. Seus compostos, como terpenos
(volateis, carotendides, glicosideos cardiacos e esterdis), compostos fendlicos (&cidos fendlicos,
cumarinas, flavonoides, estilbenos, ligninas, taninos e lignanas) e alcaldides, sdo reportados como
bioativos e estdo presentes em diversos medicamentos, corantes, especiarias e alimentos tidos como
funcionais (AGOSTINI-COSTA et al., 2012).

Terpenos sdo compostos formados a partir de unidades precursoras de cinco atomos de
carbonos (C5), o difosfato de isopentenila (PP) ou seu isdbmero difosfato de dimetilalila (DMAPP)
derivados da via do mevalonato no citosol (MEV) e da via do 2-metileritritol fostato (MEP) nos
plastideos, respectivamente. A unido das unidades precursoras C5 originam o prenil difosfato,
difosfato de geranila, difosfato de farnesila e difosfato de geranilgeranila, que sdo subsequentemente
convertidos em monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos pela acdo das enzimas terpenos sintases
(ZHANG et al., 2019).

Na via do mevalonato, duas moléculas de acetilcoenzima A (acetil-CoA) sdo condensadas em
acetoacetil-CoA pela enzima acetil-CoA acetiltransferase, posteriormente se incorporando uma
terceira molécula de acetil-CoA, formando assim 3-hidroximetilglutaril-CoA. Apos esta Gltima reacéo
ocorrem a fosforilagdo e descarboxilacdo catalisadas pelas enzimas mevalonato quinase,
fosfomevalonato quinase e difosfomevalonato descarboxilase. Dessa forma, mevalonato é convertido
em IPP, que pode ser entdo isomerizado em DMAPP pela isopentenil difosfato isomerase. Enzimas
terpeno sintases funcionalmente distintas e citocromo P450 monooxigenase sS40 as maiores
direcionadoras na formacdo estrutural e modificaces funcionais dos terpenos. As enzimas terpenos
sintases sdo responsaveis pelas vias espécies-especificas dos terpenoides, catalisando cascatas de
carbocalizacdo estereo-especificas que transformam substratos comuns IPP em esqueletos essenciais

que possibilitam a geracdo de grupos de terpenos estruturalmente distintos (WANG et al., 2019).

Apesar da producdo de metabdlitos especializados ser controlada geneticamente e
epigeneticamente, os estimulos ambientais (bidticos e abioticos) recebidos pelo vegetal influenciam
na quantidade, qualidade e concentracdo destes. Estas variagdes se ddo por processos bioquimicos,
fisioldgicos, ecoldgicos e evolutivos (GOBBO-NETO, LOPES, 2007).
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A luz tem efeito promotor da atividade da 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA redutase, assim como
a limitacdo de luz pode alterar os transcritos desta enzima, como visto em Arabdopsis thaliana. A
regulacdo também ocorre em funcdo de ataques herbivoras e fatores abi6ticos, controlada por uma
complexa cascata metabolica, onde o hormdnio jasmonato tem importante papel. Outros tipos de
modulagdo na producdo de terpenos ocorrem, como em func¢do do nivel de atividade da proteina
fosfatase A. Compostos do metabolismo vegetal, como os hormonios jasmonato, metil jasmonato e
acido jasmonico favorecem a biossintese de terpendides (SINGH, SHARMA; 2015).

Terpenos sdo utilizados na area farmacéutica e cosmética, nutricional e na agricultura, devido
a sua atividade biol6gica de efeito antimicrobiano, repelente, analgésico, anti-inflamatério, entre outras
(MATOS et al., 2019). Ecologicamente, terpenos sdo responsaveis pela modulacdo de diversas
interacbes entre o vegetal e o ambiente. Além de contribuir na regulagdo do crescimento e
desenvolvimento, atuar na atragéo de polinizadores, criar barreiras quimicas e fisicas contra herbivoria

e auxiliar na termotolerancia (BUTLER et al., 2018).

A diversidade de produtos das vias de terpenos se deve aos diferentes tipos de enzimas terpenos
sintases existentes, que sdo atualmente classificadas em sete subfamilias (TPS-a, -b, -c, -d, -e/-f, -g e
-h). O ndmero de terpenos sintases identificadas por espécie varia em funcdo do genoma analisado:
Arabdopsis apresentou 32, Vitis vinifera apresentou 69, enquanto Oryza sativa, Sorghum bicolor,
Populus trichocarpa, Solanum moellendorffii e S. lycopersicum contaram com 34, 24, 32, 14 e 44 TPSs
identificadas, respectivamente (JIANG et al., 2019).

Oleos essenciais de Lychnophora pinaster Mart.

A variacdo intraespecifica nos perfis quimicos relacionados ao metabolismo especializado
costuma ser quantitativa e sugere que multiplos fatores regulam estas vias, influenciando
especialmente quando no processo de herbivoria, auxiliando na sobrevivéncia de individuos
(PADOVAN et al., 2017).

O mapeamento dos perfis quimicos dos éleos essenciais de L. pinaster foi realizado por Haber
(2008) com populagdes naturais de ocorréncia na regiao sul do estado de Minas Gerais (denominadas:
Pogo Bonito, Estrada Real, Estrada Real 1 e Antena), onde as popula¢6es Poc¢o Bonito, Estrada Real e
Estrada Real 1 apresentaram como substancia majoritaria o (E)-cinamato de metila (entre 61% a 82%

do oleo essencial) e o cedr-8(15)-en-9-alfa-ol (25,2%) para a populacdo Antena. Em seu estudo, 0s
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mesmos gendtipos, obtidos por propagacao vegetativa, foram cultivados em Botucatu-SP. Os dleos
essenciais das populagdes cultivadas foram avaliados em trés estacfes do ano: inverno, verao e outono.
A composi¢do quimica dos Gleos essenciais para as trés populac@es apresentou o (E)-cinamato de
metila como substancia majoritaria. O fato que chamou a atencdo foi a alteracdo da substancia
majoritaria no 6leo essencial dos individuos da populacdo Antena, haja visto que, no 6leo essencial
das plantas nativas, o principal componente foi o cedr-8-(15)-en-9-ol, substancia pertencente a classe
dos terpenos, enquanto que no 6leo essencial das plantas cultivadas foi o (E)-cinamato de metila,
substancia pertencente a classe dos fenilpropanoides.

Isobe (2012) e Silva (2013) avaliaram a influéncia da sazonalidade na composi¢&o quimica dos
Oleos essenciais de populagdes naturais de L. pinaster de ocorréncia na regido sul de Minas Gerais
(municipios: Lavras, Itumirim, Carrancas e Ingai). As substdncias mais abundantes nos oleos
essenciais para todas as populagdes foram o (E)-cinamato de metila (variando de 57 % a 80%) e (E)-
cariofileno (3% a 18%), independente da estacdo do ano. Os Oleos essenciais dos individuos

apresentaram composicao quimica divergente dentro e entre as populacoes.

De forma similar, Silva (2016), ao analisar os 6leos essenciais de duas populacGes do sul
(Carrancas) e uma do sudeste de Minas Gerais (Itabirito), constatou como componente majoritario o
(E)-cinamato de metila (70% nos Oleos essenciais) para as populacdes do sul e auséncia desta
substancia na populagdo do sudeste, com predominio de sesquiterpenos para esta populacdo. As
populacdes estudadas pelo autor sdo pertencentes a duas fitofisionomias distintas, a populacdo da
regido sudeste cresce sobre campo rupestre ferruginoso e as populacfes da regido sul em campo
rupestre. A temperatura (maxima e minima) e precipitacdo das duas regiGes de coleta foram
monitoradas no periodo de dois meses que antecederam a coleta do material vegetal e efetuada a analise
da composicdo quimica dos solos. Constatou-se similaridade nas temperaturas entre as duas regides de
origem, maior precipitacdo para a regido sul (229 mm) e menor para a sudeste (59 mm) e significativa
divergéncia do solo da regido sudeste em relacdo ao sul, com maiores teores de matéria organica, ferro,
manganés, calcio para a regido sudeste. O estudo permitiu inferir que a divergéncia na composicao

quimica dos 6leos essenciais pode estar relacionada ao fator ambiental.

Atividades bioldgicas de L.pinaster Mart.

Ferreira (2010) avaliou a atividade anti-inflamatdria e analgésica do extrato de L. pinaster

coletada em campos rupestres de Nova Lima (MG) e constatou a presenca de fenilpropandides,
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flavondides, antraquinonas, terpendides e saponinas. No teste farmacolégico com camundongos como
modelo, observou efeito anti-inflamatério e sedagdo sem prejuizo motor e sugeriu que, com maiores

estudos, o extrato de L. pinaster podera ser uma alternativa de insumo na producdo de medicamentos.

A atividade anti-inflamatdria 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-inflamatoria do que o medicamento Cataflam®. A autora sugere que a formulagdo de 2% de

concentracdo poderia ser produzida em escala industrial, pelo baixo custo e eficiéncia.

Dos principios ativos tripanocidas (15-deoxi-goiazensolido, acido cafeico, 4cido
isoclorogénico, vitexina, isovitexina, acido E-lichnoférico), antibacteriano (15-deoxi-goiazensolido),
anti-inflamatorios (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., 2005; ALCANTARA et al., 2005; ABREU et al., 2011; ABREU et al., 2013)
e monitorados por Silva (2016) nos extratos etanolicos das duas populacdes de L. pinaster do sul
(Carrancas) e do sudeste de Minas Gerais (Itabirito) por meio da cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, somente a

quercetina e friedelina, foram identificados em comum nos extratos das populacdes estudadas.

Os 06leos essenciais e 0s extratos de L.pinaster avaliados por Silva (2016) ndo apresentaram
atividade antiparasitaria in vitro equivalente ou superior ao composto de referéncia, benzidazol
(utilizado no tratamento da doenca de Chagas), para as formas amastigotas intracelulares de
Trypanosoma cruzi. Os 0Oleos essenciais e extratos etanolicos apresentaram citotoxicidade para as

células hospedeiras (infectadas ou ndo infectadas).

Em estudo de populages de L.pinaster da regido de Itumirim (MG), Resende (2013) reportou
como componente majoritario o (E)-cinamato de metila, (62,1%). Outras substancias encontradas
foram o (E)-cariofileno (21,1%), a-humuleno (6,2%), 6xido de cariofileno (2,2%) e os monoterpenos
a ¢ B-pineno (3,1% e 4,6%, respectivamente). Ao avaliar a atividade biologica do 6leo essencial,
reportou atividade inibitdria contra a bactéria Salmonella choleraesuis, atividade fungicida contra
Aspergillus niger, A. flavus e A. carbonarius (neste tltimo também registrou uma queda na producéo

de ocratoxina), além da baixa atividade hemolitica do 6leo essencial.

Logo, observa-se que a espécie apresenta potencial para prospeccao de medicamentos baseados

em seus 6leos essenciais e extratos vegetais.
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Diversidade genética

Dada a acdo humana de destruicdo e fragmentacdo de habitats, hA um aumento no risco de
extingdo de espécies ameacadas, pois estdo frequentemente associadas a pequenas populacées isoladas.
Assim, se faz importante o estudo genético de populac@es, que pode exercer um papel fundamental na
conservacdo das mesmas (LEE et al., 2018).

Anélise de diversidade genética pode ser definida como um conjunto de medidas quantitativas
da variabilidade populacional que refletem sobre o equilibrio entre mutacdo e a variacdo de perda
genética. A diversidade genética e sua distribuicdo, dentro ou dentre populagdes, pode ser determinada
por micro-processos como histéria demogréafica das populacGes, selecdo natural e fluxo génico, e
podem ser estimadas por seus indices e estruturacdo. Marcadores moleculares nos permitem acessar
essa variabilidade nos acessos estudados, possibilitando detectar a variacdo de alelos em caracteristicas
de interesse (CARVALHO et al., 2019).

Haber (2008), em pesquisa de diversidade genética de trés populagdes de L. pinaster do sul de
Minas Gerais, registrou que as heterozigosidades observadas (Ho) foram menores que as
heterozigozidades esperadas (He), 0 que também foi relatado por Vieira (2014) para outras populagoes.
O estudo detectou grande variagdo genética entre as trés populacdes, sendo que mais de 50% dos locos
avaliados ndo se encontravam no equilibrio de Hardy-Weinberg, indicando a existéncia de endogamia

nas populaces, o que também foi sugerido pelo indice de fixacdo médio da espécie.

Silva (2016) caracterizou a diversidade genética de seis populagdes de L. pinaster do sul e uma
da regido sudeste do estado de Minas Gerais (Poco Bonito, Serra do Sofa, Serra da Arnica, Serra do
Salto, Serra Branca, Areia Branca e Ouro Branco), reportando que a populacdo de Ouro Branco, a mais
distante das demais (cerca de 150 Km), apresentou 07 alelos privados, tendo esta populacdo uma das
de menores riquezas alélicas. A diversidade génica (heterozigosidade esperada - He) das populacdes
variou entre 0,647 e 0,484. A heterozigosidade observada (Ho) oscilou entre 0,551 e 0,352. A
heterozigosidade média esperada em equilibrio de Hardy-Weinberg foi maior que a Ho, indicando a
ocorréncia de endogamia. Segundo o autor, as populacbes ndo se mostraram afetadas
antropogenicamente de uma mesma forma. Nas populacdes de Serra da Arnica, Serra Branca e Pogo

Bonito, nenhum dos locos observados se apresentou no equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Marcadores moleculares

Informaces sobre as variagOes genéticas intra e interpopulacionais podem ser Uteis na escolha
de populagdes vegetais para uso humano. Evolucéo, fluxo génico, sistemas reprodutivos e densidade
populacional sdo fatores importantes para se detectar os niveis e estruturas dessas variacdes. Nos
altimos trinta anos, 0 mundo testemunhou o crescimento do conhecimento acerca das sequéncias
gendmicas vegetais e 0s papéis fisioldgicos e moleculares de varios de seus genes, revolucionando

tanto a genética molecular quanto os campos de melhoramento de plantas (NADEEM et al., 2017).

A era da genbmica comegou com o desenvolvimento de ferramentas genéticas como 0s
marcadores moleculares baseados em DNA que foram amplamente utilizados em varios campos:
fisiologia taxondmica, embriologia, engenharia genética, etc. Marcadores séo 0s tracos que podem ser
usados para distinguir ou diferenciar as populacdes estudadas e sdo amplamente divididos em duas
categorias principais: marcadores morfoldgicos e moleculares. Marcadores morfolégicos sao
caracteristicas fenotipicas, enquanto marcadores moleculares exprimem diferencas a nivel molecular
(DNA ou proteinas). Um marcador molecular € definido como um segmento particular de DNA que é

representante das diferencas na analise gendmica (DHUTMAL et al., 2018).

No cultivo de plantas medicinais, técnicas tradicionais de melhoramento e biotecnologia podem
ser utilizadas para identificar potenciais melhoramentos genéticos, através do estudo genémico de
espécies, permitindo a selecdo de gene e sequéncias associadas de interesse (POURMOHRAMMAD,
2013).

Para esse fim, dentre alguns dos marcadores moleculares utilizados mais conhecidos estao:
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), RAPD (Randomly Amplified Polymorphism
DNA); RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphisms), SSRs (Microsatellite ou Simple
Sequence Repeats) e o marcador SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms), este ultimo utilizado neste

estudo.

Marcador molecular Single Nucleotide Polymorphisms e sequenciamento de nova geracao

O SNP (Single Nucleotide Polymorphims) é um marcador molecular capaz de expressar a
diferenga de uma Unica de base de nucleotideos entre duas sequéncias de DNA. Os SNPs fornecem a
forma mais simples e definitiva de marcadores moleculares e podem resultar em uma grande densidade

do marcador, pois cada base de nucleotideo € a menor unidade de heranca. A probabilidade de
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encontrar polimorfismos em um gene alvo é aumentada devido a alta densidade de marcadores SNP,
0 que proporciona uma enorme vantagem sobre os marcadores anteriores, que estdo, na melhor das
hip6teses, intimamente ligados a um locus de interesse e ndo dentro dele. As frequéncias de SNP estdo
em um intervalo de um SNP a cada 100 - 300 pb (pares de bases) nas plantas. Os SNPs podem se
apresentar em sequéncias codificantes de genes, regides ndo codificantes de genes ou em regides
intergénicas (KUMAR et al., 2018).

Tecnologias de sequenciamento de nova geracdo (NGS — Next Generation Sequencing)
consistem de ferramentas revolucionérias para a area de estudo de gendmica, que permitem que uma
amostra de genoma humano seja sequenciado em um dia, em contraste com a tecnologia de
sequenciamento Sarge, utilizada para decifrar o genoma humano e que necessitou de uma década para
execucdo deste feito. No sequenciamento de nova geracdo, milhdes de pequenos fragmentos de DNA
sdo sequenciados paralelamente e todas essas sequéncias constroem o mapeamento do genoma. Essa
técnica permite uma grande profundidade de leitura (BEHJATI, TARPEY; 2013), possibilitando a
deteccdo das variagches nas bases que compde os fragmentos quando em estudo de genética
populacional. NGS é utilizado em espécies modelo ou ndo-modelo para exploracdo da sequéncia
gendmica e descoberta de SNPs. Devido a sua frequéncia no genoma, os SNPs se apresentam como
marcadores interessantes para o estudo de genémica de populacbes, sendo pecas-chaves para
compreender a diversidade entre populacGes muito proximas geneticamente. Com uso de NGS, o

marcador SNP permite a descoberta de SNPs em larga-escala (TAUTZ et al., 2010).

A diversidade genética e quimica dos 6leos essenciais da espécie, anatomia foliar, efeito da
sazonalidade sobre a composicdo quimica dos 6leos essenciais e atividade antimicrobiana de
populacdes de L.pinaster foram previamente estudados (HABER, 2008; HABER et al., 2009; ISOBE,
2012; QUEIROZ, 2012; VIEIRA, 2012; SILVA, 2013; VIEIRA et al., 2014; SILVA, 2016). Estes
estudos consideraram populacdes de duas regides do estado de Minas Gerais: regido norte, regiao
metropolitana de Belo Horizonte e Campos das Vertentes (ao sul do estado). Os estudos apontam
diferentes vias metabolicas de substancias dos 6leos essenciais entre as populacfes. As analises
genéticas, utilizando marcador molecular microssatélite (SSR), registraram diferentes niveis de
diversidade genética intrapopulacional e alta diversidade entre populagdes. O 6leo essencial e extrato
das folhas de uma populacéo da regido sul de L. pinaster apresentaram atividade antimicrobiana contra
0 Streptococcus mutans (QUEIROZ et al., 2018).
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O cenério de ameaca da espécie, seu papel terapéutico na medicina popular, bem como a
diversidade genética e quimica de populac@es de L. pinaster amostradas ao norte e ao sul do estado de
Minas Gerais, sinalizam a necessidade de um estudo da espécie que apresente maior amplitude
geogréfica. Este trabalho teve como objetivo auxiliar na construcdao de panorama mais abrangente de
informaces sobre L. pinaster, ao caracterizar a diversidade genética e quimica de 6leos essenciais de
populacgdes de trés diferentes regides do estado. Os resultados aqui encontrados visam contribuir o para
o0 delineamento de planos de manejo e conservagdo da espécie, bem como para seu uso terapéutico

seguro.

Il. OBJETIVOS

Objetivo geral

Caracterizar a diversidade genética e composi¢cdo quimica de 6leos essenciais de populacfes
naturais de L. pinaster Mart. a fim de fornecer subsidios para programas de conservacao da especie e

uso seguro com proposito medicinal. Para tanto, tem como objetivos especificos:

= Caracterizar a composi¢cdo quimica dos 0leos essenciais dos individuos de seis populacbes
naturais de L. pinaster de ocorréncia na regiao metropolitana de Belo Horizonte e do norte
do estado de Minas Gerais;

= Correlacionar diversidade quimica (6leos essenciais) e diversidade genética das populacbes
de L. pinaster.

= Correlacionar a diversidade genética de nove populacdes de L. pinaster, sendo trés
populacbes da regido Norte, trés da regido Metropolitana de Belo Horizonte e trés
populagdes oriundas da regido dos Campos das Vertentes (sul do estado de Minas Gerais)
por meio de marcador molecular SNP.

= Correlacionar a composicdo quimica dos 0Oleos essenciais das populacdes de L.pinaster

com as caracteristicas fisicas e quimicas do solo das regies de ocorréncia.
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I11. CAPITULO I

Diversidade quimica e genética de populacfes naturais de Lychnophora pinaster Mart. de

diferentes ambientes

Manuscrito no formato do periédico Industrial Crops and Products
(Qualis CAPES: Al; Fator de Impacto: 4,19)
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DIVERSIDADE QUIMICA E GENETICA DE POPULA(;OES NATURAIS DE
Lychnophora pinaster MART. DE DIFERENTES AMBIENTES

MARQUES, A.P.S.; BONFIM, F.P.G.2;, SANTOS, D.G.P.0.2, LIMA, M.P.3, SEMIR, J.*';
MARTINS, E.R.5, ZUCCHI, M.L.%, MARQUES, M.O.M".

Departamento de Botanica, Instituto de Biociéncias de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.
2Departamento de Horticultura, Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Universidade Estadual Paulista.
3 Departamento de Produtos Naturais, Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia.
“"Departamento de Botanica, Universidade Estadual de Campinas. In memoriam.

® Instituto de Biologia, Universidade Federal de Uberlandia.

® Agéncia Paulista de Tecnologia do Agronegdcio, Polo Regional de Desenvolvimento Tecnoldgico
do Centro Sul.

"Laboratério de Produtos Naturais, Centro de Recursos Genéticos, Instituto Agronémico.

1. INTRODUCAO

Lychnophora pinaster Mart. (arnica-mineira) € endémica do estado de Minas Gerais e utilizada
na medicina popular tradicional em funcdo de seus efeitos antirreumatico, anti-inflamatorio,
analgésico e antiflogistico (REIS et al., 2010). A espécie tem sua ocorréncia ao sudeste da Serra do
Espinhaco, na regido intermediaria da Serra do Cipo e alguns pontos do Planalto de Diamantina
(SEMIR, 2011). Devido ao seu extrativismo indiscriminado, a destrui¢do do Cerrado e aos incéndios
nas areas de ocorréncia, L.pinaster encontra-se na lista das espécies ameacadas da flora do Estado de
Minas Gerais (COPAM, 1997; MENDONCA, LINS, 2000).

Em estudos de diversidade quimica de 6leos essenciais de populacdes vegetais, um dos desafios
é a caracterizacdo dos fatores responsaveis pelo polimorfismo quimico, comumente atribuido a fatores
ambientais ou genéticos, ndo obstante estudos recentes reportarem especificamente o solo e fatores
climaticos como agentes na variabilidade quimica e de rendimento de Gleos essenciais. Neste sentido,
a caracterizacdo da diversidade e estrutura genética das popula¢des, assim como das caracteristicas
edafoclimaticas das regides de ocorréncia das espécies, é necessaria para aprofundar nossa
compreensdo dos fatores que determinam as caracteristicas dos 6leos essenciais (MARTINEZ-
NATAREN et al., 2014).
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A diversidade genética e sua distribuicdo, dentro ou dentre populacfes, pode ser determinada
por micro-processos como histéria demogréfica das populacGes, selecdo natural e fluxo génico, e
podem ser estimadas por seus indices e estruturacdo. Uma forma de acessar a variabilidade genética
de populacBes € o uso de marcadores moleculares, pois permitem detectar a variacdo de alelos em
caracteristicas de interesse, exprimindo diferencas a nivel molecular (DNA ou proteinas). Um
marcador molecular € definido como um segmento particular de DNA que € representante das
diferencas na andlise gendmica. Dentre os diferentes marcadores moleculares utilizados atualmente
esta 0 marcador SNP (Single Nucleotide Polymorphism), capaz de detectar a variacdo de um Unico
nucleotideo nas sequéncias de DNA dos materiais genéticos analisados (DHUTMAL et al., 2018;
CARVALHO et al., 2019).

A ameaca de extrativismo da espécie, seu papel terapéutico, bem como a diversidade genética
e quimica de populagdes de L. pinaster observada em estudos anteriores a este, sinalizam a necessidade
de um estudo da espécie que apresente maior amplitude geogréafica. Este trabalho teve como objetivo
auxiliar na construcdo de panorama mais abrangente de informacgdes sobre L. pinaster, ao caracterizar

a diversidade genética e quimica de 0leos essenciais de populacdes de diferentes regides.

2. MATERIAL E ME TODOS

2.1. Material vegetal
Neste estudo foram trabalhadas amostras de populacdes naturais de L.pinaster de diferentes
regides do estado de Minas Gerais. Nove populacdes foram utilizadas para os estudos genéticos,
enquanto das mesmas, seis foram amostradas para os estudos quimicos de composicdo e rendimento
de oleos essenciais. A coleta e analise dos recursos genéticos acessados foram autorizadas pelo
Ministério do Meio Ambiente (ICMBio n°:. 22772-6; SisGen/MMA: A01F803) e pelo Instituto
Estadual de Florestas de Minas Gerais, Brasil (IEF- Autorizacdo n°005/2017).

Em julho de 2017, foram coletadas partes aéreas de seis populacfes de L. pinaster: trés do
Norte (nos municipios de Grido Mogol, Olhos D’ Agua e na BR367, entre Olhos D'Agua e Diamantina,
esta Gltima denominada como Diamantina) e trés na Regido Metropolitana de Belo Horizonte (nas
regides da Serra da Moeda, Nova Lima/Serra da Calgada e Caeté/Rio Acima). Para cada populacéo

foi coletado material botanico fértil para a confeccdo das exsicatas. A identificacdo botanica foi
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efetuada pelo Prof. Dr. Jodo Semir do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), e as exsicatas foram depositadas no Herbario UEC da UNICAMP (vouchers UEC n°
208026, 208028, 208030, 208032, 208036, 208038). As populacbes coletadas neste ano foram

submetidas aos estudos fitoquimicos.

O ndmero de individuos por populacdo variou em funcdo de seu tamanho. As plantas
amostradas nas coletas foram marcadas com etiquetas plasticas e tiveram suas coordenadas geogréaficas
anotadas por individuo (altitude, latitude e longitude) por meio de GPS (Global Positioning System)

(e-trex, Garmin®).

Para as analises de genética de populagdes, além daquelas coletadas em 2017, foram utilizadas
trés populagbes coletadas anteriormente, no ano de 2011, pertencentes a regido de Campos das
Vertentes (Sul do Estado de Minas Gerais) (Tabela 1).

A figura 1 traz as coordenadas de georeferenciamento das popula¢fes amostradas.
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Figura 1 - (A) Locais de coleta das populagdes naturais de L.pinaster Mart, no estado de Minas Gerais, Brasil, no ano de 2017. (B) Distancias entre 0s

pontos de coleta na regido norte (GM, DIMa e OD). (C) Distancias entre os pontos de coleta na regido metropolitana de Belo Horizonte (CTRA, NLSC

e SM). (D) Distancias entre os pontos de coleta na regido de Campos das Vertentes (AB, SA e SS).

Tabela 1. Locais de coleta, cddigo das populacdes, coordenadas geogréaficas e estudos realizados com as populagGes naturais Lychnophora pinaster ,

Minas Gerais, Brasil.

Ne individuos avaliados

Coordenadas geograficas

Estudo realizado

Populacéo Cédigo Regido Altitude
Genética Quimica Latitude e longitude Genética Quimica

Grao Mogol GM Norte 859 16 17 "at%i?g??l'?:ﬁ'vbong: X X
Olhos D'Agua oD Norte 704 20 14 Lat %)Z;%éfiglsvb ong- X X
Diamantina DIMa Norte 796 20 18 Lat (l)z;%,éfif ZSV\I7 ong- X X
Caeté/Rio Acima CTRA Me”o"Hoo':tigger‘] t‘ie Belo 1497 25 22 Lat gg;?,i‘fgf’;_%vbongi X X
Nova IC_:;nga;(?aerra da NLSC MetropHoolirtiaer;?]t%e Belo 1450 25 23 Lat: %a;ggg?éQSYSV\I;ong X X
Serra da Moeda SM MetropHoolirtiaer;?]t%e Belo 1366 19 17 Lat %2;%55%16 SSV\II_ ong- X X
Serra da Arnica SA Campos das Vertentes 1055 14 - Lat: 21°26'40.56"S; Long: -

044°56'29.90"W
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Ne individuos avaliados

Coordenadas geogréficas

Estudo realizado

Populacéo Caddigo Regido Altitude
Genética Quimica Latitude e longitude Genética  Quimica
. Lat: 21°21'30.40"S; Long:
Serra do Sofa SS Campos das Vertentes 940 13 - 044°51'31.40"W X -
Areia Branca AB Campos das Vertentes 1143 17 - Lat: 21°27°26.00"S; Long: X -

044°35'48.85"W
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2.2. Condigdes edafoclimaticas dos locais de coleta das popula¢des

As temperaturas diarias do periodo nos locais de coletadas foram levantadas na base
Agritempo (Sistema de Monitoramento Agrometeoroldgico — Embrapa Informéatica/ CEPANAGRI —
Meteorologia Unicamp).

As andlises quimicas de macro e micronutrientes dos solos dos locais (Santos, 2017) foram
realizadas mediante coleta de amostras compostas dos solos das areas de origem das populacdes. Para
cada local, as amostras foram preparadas a partir do solo coletado a 20 cm de profundidade em 10
pontos da area. Apos seu processamento, as mesmas foram encaminhadas para o Laboratério de Solos
da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
Botucatu/SP. Os dados sdo aqui considerados nas analises que buscam caracterizar os ambientes das

populacdes e possiveis relacdes entre os solos e a composi¢cdo quimica dos 6leos essenciais.

2.3. Caracterizacao da diversidade genética

De cada populacdo foram coletadas folhas jovens para a avaliacdo da diversidade genética, as
quais foram identificadas, armazenadas em tubos tipo falcon com silica e armazenadas em caixa de
isopor contendo gelo durante as atividades em campo. No laboratorio as amostras foram liofilizadas
(a -55°C e 500 mmHg de pressdo) e conservadas em freezer a -80°C até 0 momento da extracéo de
DNA.

O processo de extracdo de DNA e preparo das bibliotecas gendmicas para sequenciamento ocorreu
no Laboratorio de Melhoramento Genético e Diversidade, na Escola Superior de Agricultura “Luiz
de Queiroz” (ESALQ), da Universidade de Sdo Paulo. Os estudos genéticos foram realizados com a

colaboracdo da pesquisadora Dra. Maria Imaculada Zucchi.

As extracdes de DNA do tecido foliar foram realizadas através da trituracdo do material vegetal
em aparelho Blender Bullet, posteriormente seguida pela execu¢do do protocolo de extragdo com

Brometo de Cetiltrimetilaménio (CTAB) de Doyle & Doyle (1990), com modificacdes.

A quantificacdo do DNA foi realizada mediante observacéo de eletroforese em gel com SYBER™
Safe DNA Gel Stain (Thermo Fisher Scientific), visualizada em transluminador ultravioleta, através

da comparagdo com Lambda de concentragdo conhecida (25, 30, 50 ¢ 100 ng/uL). Para obtencao das
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amostras na concentracdo necessaria (30 ng/ulL) e¢ qualidade exigidos pela metodologia, certas
populagdes precisaram ter seu DNA purificado com uso de Kit QIAquick PCR Purification da
Qiagen® e concentrado pela eliminagdo do tamp&o em centrifuga a vacuo.

ApOs a extracdo e normalizacdo do DNA foram produzidas as bibliotecas gendmicas para
Genotipagem por Sequenciamento (Genotypung-by-Sequencing, GBS) na plataforma Illumina
(POLLAND et al., 2012). O Sequenciamento de Nova Geracdo (Next-Generation Sequencing, NGS)
Illumina foi realizado e os dados oriundos do sequenciamento foram processados em servidor. Apos
0 término do processamento dos dados brutos, analises foram realizadas para a descoberta de SNPs
(Single Nucleotide Polimorphism).

Para a de multiplexagem, genotipagem de SNPs, e estratégias de filtragem, as sequéncias
brutas oriundas da plataforma de sequenciamento (reads) foram separadas e distribuidas em
diferentes arquivos individualizados (.fastq) referentes aos individuos sequenciados, de acordo as
sequéncias de barcode (6-8 nucleotideos) presente nos adaptadores. Durante a preparacdo das
bibliotecas utilizou-se de indices distintos presentes nos adaptadores ligados as sequéncias de DNA
das amostras e posteriormente as amostras foram misturadas em uma Unica biblioteca (pool) para
separacdo em funcdo de suas sequéncias. Esse processo € chamado de demultiplexing e foi
implementado pela pipeline STACKS 2.41 usando o programa process-radtags. Devido a uma
pequena perda de qualidade no final das sequéncias durante a checagem de qualidade do
sequenciamento, as mesmas foram cortadas a 90 pb (pares de base). Essa abordagem garante uma
melhor retencdo de sequéncias e melhor genotipagem ao longo da pipeline. Sequéncias sem o sitio
de corte da enzima, com bases ndo sequenciadas ou com sequéncias de baixa qualidade foram
eliminadas nesta etapa do processo (-1, -C, € -q). Em seguida, abordagem de novo foi selecionada para
a aquisicdo dos SNPs, devido a auséncia de um genoma de referéncia para a espécie. Iniciando-se
pelo mddulo ustacks, que cataloga os SNPs presente em cada amostra, foram selecionados
paramentos padrdes do programa para a distancia maxima permitidas em stacks (M=2) e distancia
méaxima permitida para alinhamentos secundarios (N=4, M+2). A cobertura minima foi de trés
sequéncias de profundidade para que um locus RAD fosse considerado (m=3). Na etapa consecutiva
no modulo cstacks, em que um catalogo comum para todas as amostras € criado, ndo se permitiu que
o numero de diferencas por loci entre amostras fosse superior a dois para ser considerado um mesmo
loci. Para todos os outros modulos da pipeline foram usados os parametros padrdes do programa. Para

se chegar ao set final usado nas analises, 0s SNPs tinham que estar presentes em no minimo 60% das
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amostras totais (-r 0.6). A frequéncia minima foi restrita a 5% enquanto a heterozigozidade observada

foi limitada a um méximo de 75%.

No Stacks 2.41, foram calculados os niveis de diversidade genética dentro e entre populagdes,
que foram descritos pelos seguintes parametros: frequéncia alélica; nimero total de alelos; nimero
médio de alelos por populacdo; alelos privados; alelos raros; heterozigosidade observada;
heterozigosidade esperada; coeficiente de endogamia; taxa de cruzamento aparente e riqueza alélica.
Na plataforma RStudio, foram realizadas a analise de componentes principais (ACP) e a analise
discriminante de componentes principais (ADCP) em funcdo dos SNPs encontrados. A relacéo entre
distancia geogréfica e distancia genética foi analisada pelo indice de isolamento por distancia via teste
de Mantel. A analise de estruturacdo da populacédo se deu por analise bayesiana via STRUCTURE.

2.4. Oleos essenciais

2.4.1. Extracdo e rendimento dos 6leos essenciais

ApoOs a coleta das partes aéreas, as folhas de cada individuo foram separadas manualmente,
acondicionadas em sacos plasticos até extracdo por hidrodestilagdo em aparato Clevenger por duas
horas, sendo o 6leo essencial resultante armazenado em flaconetes de cor @ambar com batoque e tampa
de rosca e mantido em freezer doméstico (-20°C). O rendimento de 6leo essencial por individuo foi
calculado com base na massa seca da amostra. A umidade relativa das folhas foi obtida a partir de 3g

de material vegetal, por individuo, seco em estufa de circulagdo de ar a 40 °C até peso constante.

2.4.2. Analise da composicao quimica dos 6leos essenciais por cromatografia gasosa
unidimensional (CG)
As analises por cromatografia gasosa unidimensional foram realizadas no Laboratério de
Produtos Naturais do Setor de Fitoquimica do Departamento de Recursos Genéticos do Instituto

Agrondmico (IAC) em Campinas-SP.

A analise qualitativa da composi¢do quimica dos dleos essenciais foi conduzida em cromatdgrafo
a gas acoplado a espectrometro de massas (CG-EM, Shimadzu, QP-5000), operando por impacto de

elétrons (70 eV), equipado com coluna capilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um),
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hélio como gas de arraste (1,0 mL mint), injetor a 220°C, interface a 230 °C e o seguinte programa
de temperatura: 60°-280°C, 3°C/min, modo de injecdo split (1/20) e vazdo de 1mL/min. A
identificacdo dos constituintes quimicos foi realizada através da analise comparativa dos espectros de
massas das substancias com o banco de dados do sistema CG-EM (Nist 62.1ib) e indice de retencdo
linear das substancias (ADAMS, 2007; ADAMS 2017). Os indices de retencéo linear foram obtidos
por meio da injecdo de uma mistura padréo de n-alcanos (C9-C40), aplicando-se a equagao de Van
den Dool e Kratz (VAN DEN DOOL, KRATZ; 1963). A analise quantitativa dos 6leos essenciais foi
realizada em cromatografo a gas com detector de ionizacdo de chama (CG-DIC (Shimadzu, GC-
2010/A0C-20i), empregando-se 0 método de normalizacdo de é&rea, nas mesmas condicBes

cromatograficas do GC-EM.

Os oleos essenciais foram diluidos (1uL de 6leo essencial) em 1mL de acetato de etila (grau
cromatografico) e injetado 1 pL da solucdo no CG-DIC e CG-EM. Os resultados da composi¢édo
quimica dos 6leos essenciais das populacfes foram submetidos a analise quimiomeétrica por meio do
programa estatistico livre MetaboAnalyst (4.0), que funciona em linguagem R. As analises
quimiomeétricas consistiram de anélises de componentes principais (Principal Components Analysis
— PCA), Heatmap em funcéo da distancia euclidiana calculada pelo método de Ward e anélise de

correlacéo.

2.5. Identificacdo de substancias por Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
(RMN!H) e Carbono-13 (RMN?C)

Nos casos em gue a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, uni (CG-EM) e
bidimensional abrangente (CGxCG- EM) nédo permitiu a identificacdo das substancias, foi utilizada
a técnica auxiliar a Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN!H) e Carbono-13
(RMNZ*C) uni-(1D) e bidimensional (2D). Os espectros de RMN de *H e *C, unidimensional (1D),
foram obtidos em espectrémetro Brucker Inova 500 (1H:500 MHz; 13C:125 MHz), utilizando CDCI3
como solvente e TMS como referéncia interna. Os espectros 2D (HMQC: correlacdo Heteronuclear
multipla Quantum; HMBC: correlacdo Heteronuclear mdltipla-Bond) foram obtidos em
espectrémetro Brucker FOURIER 300, utilizando como solvente CDCI3. Os espectros de ressonancia
magnética nuclear (RMN*H, RMN*C) foram obtidos no laboratdrio da Divisdo Quimica de Produtos
Naturais do Departamento de Produtos Natuais do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia, em

colaboragcdo com a Prof® Dr2 Maria da Paz Lima.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Condigdes edafoclimaticas dos locais de coletas das regides norte, metropolitana de

Belo Horizonte e Campos das Vertentes

3.1.1. Temperatura no periodo de coleta

As temperaturas dos locais de origem das populacdes nativas de L. pinaster sdo apresentadas

na figura 2. Devido & proximidade entre os locais de coleta Olhos D’ Agua (OD) e Diamantina (DIMa)

as temperaturas de ambos foram consideradas as mesmas, sendo coletadas da mesma unidade de

monitoramento meteorologico.
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= MINCTRA == MaxCTRA e MINNLSC e MaxNLSC === MIinSM = MaxSM
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Figura 2 — Temperaturas maximas e minimas dos locais de coleta das populacdes de L. Mart., Minas
Gerais, Brasil, 2017. (A) Dados de Grido Mogol e Diamantina/Olhos D’ Agua, regido norte do estado.

(B) Dados de Nova Lima, Moeda e Rio Acima, regido metropolitana de Belo Horizonte.

As temperaturas apresentaram maior variacdo entre os locais de coleta das populacdes na
regiao norte, enquanto que as minimas e maximas para as populacdes da regido metropolitana de Belo

Horizonte foram muito similares, se sobrepondo em alguns momentos.

Grao Mogol teve a maior média de temperatura diaria (20°C), com minima de 9°C e maxima

de 32°C. DI/OD tiveram a temperatura minima de 8°C e maxima de 25°C, com média diaria de 15°C.

Para as populacdes da regido metropolitana de Belo Horizonte, as médias de temperatura
foram semelhantes, com minimas de entre 13°C e 14°C, maximas entre 24°C e 25°C e médias diarias
entre 18°C e 19°C.

3.1.2. Caracteristicas dos solos das populacdes

A andlise quimica (macro e micronutrientes) e fisica dos solos dos locais de coleta de L.

pinaster Mart. (Apéndices 1 e 2) demonstram que h& diferencas entre os solos das populagoes.
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Macro e micronutrientes constituem moléculas essenciais a sobrevivéncia dos vegetais em
habitats naturais e cultivados. Cu, Zn, Fe e Mn, sdo micronutrientes presentes no solo e que se
absorvidos em excesso podem competir durante a absor¢gdo com outros nutrientes essenciais ou se
acumular nos tecidos ap6s sua absorcdo, causando toxicidade e alterando o crescimento e o
metabolismo vegetal (ROUT, SAHOOQO; 2015).

Nova Lima (NLSC) apresentou o solo mais acido dentre os locais de coleta (3,5), o que pode
ser explicado pela decomposicdo do alto teor de matéria organica do solo, que contribui para a
formagdo de &cidos organicos que diminuem o pH. A matéria orgénica serve como reserva de
nutrientes, promove a agregacdo do solo, reduz a compactacdo e aumenta a infiltracdo de agua no
solo (USDA, 2014; ADELEKE etal.; 2017). O solo desta populagdo também apresentou o0 maior teor
de enxofre entre os locais analisados. O enxofre pode ser absorvido via solo ou atmosfera e € pouco
redistribuido na planta (JAMAL et al., 2010).

O fosforo (P), analisado na forma de Presina, teve seu maior teor encontrado na populacéo Serra
da Moeda (12 mg/md®). Este macronutriente se apresenta no solo na forma organica e mineral, sendo
a proporcao de P organico determinada pela quantidade de matéria organica no solo (COSTA et al.,
2017; YANG et al., 2017).

O maior pH registrado dentre os locais foi em CTRA (6,0), o que pode se dever a sua maior
quantidade de célcio, que tem papel corretor no solo contribuindo para um pH mais basico. Além de
Ca?*, CTRA apresentou maiores contetidos de magnésio (Mg), sendo que no processo de absorgao
competem entre si e com o potéssio (K) (YAN, HOU; 2018).

NLSC e SM registraram os maiores contetdos do micronutriente boro (B) entre as populagdes
(0,42 md/dm?3 e 0,56 md/dm?, respectivamente), que pode advir de seus teores de matéria organica
(SINGH et al., 2019; FAQUIN, 2005).

SM e NLSC, da regido metropolitana de Belo Horizonte, sdo as populacdes com maior
contetido de ferro (Fe), com 204 md/dm? e 338 md/dm?3, respectivamente. Isso se deve ao fato das
populacdes desta regido estarem compreendidas dentro do territério do quadrilatero ferrifero do
estado de Minas Gerias, regido de estruturas geoldgicas pré-cambriana onde estdo concentradas as
jazidas de ferro do centro do estado e que sofre intensa atividade de mineracédo levando a supressdo
da vegetacdo (AZEVEDO et al.,, 2012). O Fe, abundante no solo dessa regido, é absorvido e
transportado no xilema em funcdo da corrente transpiratoria, sendo pouco redistribuido entre os

tecidos vegetais (FAQUIN, 2005; ROOUT, SAHOO; 2015).
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Dentre as populagdes, SM apresentou altos teores de zinco (Zn), ferro (Fe) e manganés (Mn),
porém este Ultimo pode inibir a absorcéo de Fe e vice-versa, além de se apresentar mais disponivel
em solos &cidos do que em solos alcalinos (pH de SM= 4,1) (MILLALEO et al., 2010; MOUSAVI
etal., 2011).

NLSC e GM apresentaram maiores teores de aluminio (AIF*) (16 mmol/dm? e 10 mmol/dm?,
respectivamente), o que contribuiu para a maior acidez registrada. Este elemento também causa a
diminuicdo de disponibilidade de fésforo no solo. O aluminio compete no processo de absor¢cdo com
0 potassio, 0 magnésio e o célcio, além de se mostrar fitotdxico alterando a proliferacéo celular
(BURNHAM et al., 2017; HORBOWICZ et al., 2011).

OD apresentou 0 maior teor de cobre (Cu = 1,0 md/dm?) entre os solos analisados, enquanto
para 0 potéassio os locais de coleta com maiores teores foram NLSC e SM (1,8 mmol/dm? e 2,9

mmol/dm?, respectivamente).

As populacdes da regido metropolitana de Belo Horizonte apresentaram solos mais ricos em
areia grossa do que as da regido norte. Em contrapartida, OD e DIMa (norte) apresentaram maiores

teores de silte. GM apresentou solo com mais areia fina e NLSC registrou maior teor de argila.

A partir dos dados fisicos e quimicos dos solos, foi executada uma analise de componentes

principais a fim de verificar as diferencas entre os mesmos (Figura 4).
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Figura 3 — Analise de componentes principais das variaveis quimicas, macro e micronutrientes, e

fisicas dos solos das areas de coleta das populacGes de L.pinaster Mart.

As duas componentes principais comportaram 71,29% da variacdo dos dados quimicos entre
as populacoes.

Em funcdo da primeira componente principal, é perceptivel a separacédo das populacdes das
duas regides. Para a CP1, as populacdes do norte apresentando valores de scores negativos e as
populacdes da regido metropolitana de Belo Horizonte valores positivos. E possivel observar que a
maioria das variaveis quimicas do solo formaram vetores que levaram a valores positivos para a CP1,
com excecéo do AI®*,

Algumas variaveis foram determinantes na diferenciacdo dos solos das populacbes
(Apéndices 3 e 4 — Tabela de scores e tabela valores de quadrados dos cossenos das variaveis). Dentre
as caracteristicas quimicas e fisicas dos solos, determinadas variaveis contribuiram mais do que outras
na diferenciagdo. As amostras de solos das populagdes da regido metropolitana de Belo Horizonte
(RMBH) apresentaram diversos micro e macronutrientes como variaveis com loadings significativos.

O isolamento de CTRA das demais populagdes, no quadrante superior direito do gréfico, se deveu a
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influéncia das forcas dos loadings de caracteristicas quimicas do solo como Mg, Ca, Mn, SB e V%.
SM teve seu posicionamento determinado pelos loadings de Zn, Mg, K, B e Presina, enquanto os solos
de NLSC foram diferenciados dos demais em funcdo dos altos valores de matéria organica, AI®*,
Al+H, CTC, S, Fe e de argila.

N&o ocorreu agrupamento entre as populacdes da regido metropolitana de Belo Horizonte em
funcdo das caracteristicas fisicas e quimicas de seus solos, ao contrario das pertencentes a regido
norte, que se mostraram mais proximas, se posicionando negativamente em relacdo a CP1 (scores
entre -3,36 e -2,50) e proximas a origem para a CP2 (scores entre 0 e 0,79).

Os loadings para variadveis fisicas do solo, como os teores de silte e areia fina, foram
determinantes para o posicionamento das populagdes da regido norte (OD, DIMa e GM), levando a
um agrupamento das mesmas de forma distante das populagdes da regido metropolitana de Belo
Horizonte.

O cobre foi a Gnica variavel quimica que néo foi significativa para nenhuma populagdo em
ambas as componentes principais.

Quanto as caracteristicas fisicas, a varidavel areia grossa se mostrou determinante para
posicionar todas as populacdes da regido metropolitana de Belo Horizonte na parte negativa da CP1,
devido ao alto valor de loading (0,84). A varidvel de areia total ndo se mostrou informativa (baixos

valores de loading, ndo contribuindo para separar ou agregar as populacoes).

3.2. Rendimento do 6leo essencial das populacgdes

As populacdes revelaram variagdo intra e interpopulacional quanto ao rendimento dos dleos

essenciais (Apéndice 5).

O rendimento de Gleo essencial variou intrapopulacionalmente. DIMa apresentou tanto o
menor quanto o maior valor de rendimento entre todas as populacdes estudadas (0,019% e 0,432%,

respectivamente).

A analise de variancia (Apéndice 6) demonstrou que as médias de rendimento difereriam em
funcdo da populacdo, ndo sendo detectadas diferencas de rendimento devido a regido de origem. Os
rendimentos médios (Tabela 2) demonstram que as popula¢bes com maiores producfes de Gleo
essencial foram Diamantina, Serra da Moeda, CTRA e OD. As populag¢des de menores rendimentos
foram NLSC e GM.

32



Tabela 2 - Rendimento médio de 6leo essencial das populacdes de L.pinaster, Minas Gerais, Brasil,
2017.

Populagao Rendimento (%)
DIMa 0,12a + 0,09
SM 0,12a + 0,04
CTRA 0,10ab £ 0,05
OD 0,08ab £ 0,04
NLSC 0,04c £ 0,02
GM 0,05bc + 0,01
Media 0,08 £ 0,04
C.V(%) 6,46

Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott-knott a 5% de probabilidade. CV=
Coeficiente de variagdo. DIMa = Diamantina, SM = Serra da Moeda, CTRA = Caeté/Rio Acima, OD = Olhos D’Agua,
NLSC = Nova Lima/Serra da Cal¢ada, GM = Grdo Mogol.

SM, umas das populagdes com maior contetdo de 6leo essencial, apresentou o0 maior teor de
potassio (K) entre as populagdes estudadas, o que pode ter influenciado o rendimento. NurzyEska-
Wierdak e Borowski (2013) registraram aumento no conteddo de 6leo essencial de manjericao para
0s maiores teores de potassio testados. Outro mineral relevante nos solos de SM foi o fésforo, para o
qual é registrado o aumento de producdo de Oleo essencial para espécies como 0 geranio
(Pelargonium graveolens L.) e o manjericdo (O. basilicum L.) (RAMEZANI et al.,, 2009;
ALIZADEH et al., 2010).

O fosforo pode estar diretamente ligado a maior producéo de 6leo essencial por SM, dado que
este faz parte da estrutura quimica dos precursores de terpenos, o isopentenil difosfato e dimetilalil
pirofosfato (IPP e DMAPP) (ORMENO, FERNANDEZ; 2012) e a populacdo apresentou o maior
teor do mineral em seu solo. Embora possa ter contribuindo para o aumento do rendimento, o P
isoladamente parece ndo determinar o teor de 6leos essenciais nas populacdes, pois DIMa e CTRA
alcancaram rendimento estatisticamente igual ao de SM e ndo apresentaram teores similares de
fosforo em seus solos.

O boro, cujo maior teor foi apresentado pelo solo de SM, pode levar ao aumento na producao
de 6leos essenciais, como registrado por Sugier (2017), onde a aplicacdo de boro nas folhas acarretou
maior rendimento de 6leo essencial e producdo (Kg/ha) em relagdo ao grupo controle, tanto para
Arnica montana L. como para Arnica chamissonis Less.

A baixa producdo de oOleo essencial de Nova Lima/Serra da Calcada (NLSC) pode estar

relacionada ao alto teor de ferro em seu solo, que foi 0 maior dentre todas as populacgdes. A influéncia
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do ferro sobre o decréscimo de rendimento de 6leo essencial foi previamente registrada para o tomilho
(Thymus vulgaris L.) (JABBARI et al., 2011). Esta populacdo também apresentou 0s maiores teores
de matéria organica (M.0O.) e a areia fina, o que pode influenciar negativamente a producéo de 6leo
essencial, como visto por Elbali (2018) no estudo de efeitos ambientais sobre o marroio-branco
(Marrubium vulgare L.), que registrou coeficiente de correlagdo negativo para essas variaveis do solo
e seu rendimento de 6leo essencial.

CTRA apresentou um dos maiores contetidos de 6leos essenciais, talvez influenciado pelo
teor de célcio em seu solo. O aumento de rendimento de 6leo essencial em fungdo de calcério foi
previamente registrado para segurelha-dos-jardins (Satureja hortensis L.) (MUMIVAND et al.,
2011).

O enxofre, por sua vez, pode ter influenciado o rendimento dos Oleos essenciais das
populacdes da regido metropolitana de Belo Horizonte. Oliveira e colaboradores (2014), ao testarem
solugdes com diferentes diluicdes de enxofre (S) no cultivo de manjericdo, registraram melhores
rendimentos de Oleo essencial para os tratamentos com valores intermediarios € a queda de
rendimento para as diluicbes mais concentradas de S. Em nosso estudo, dentre as populacfes da
regido de Belo Horizonte, SM e CTRA apresentaram valores intermediarios de enxofre, enquanto
NLSC foi a que apresentou maior concentracao deste mineral em seu solo e 0 menor rendimento de
6leo essencial para essa regiao.

Sobre as caracteristicas fisicas dos solos, estudos demonstram que podem ndo afetar o
rendimento, como visto por Hendawy (2017) ao testar diferentes tipos de solo sobre o 6leo essencial
de alecrim (Rosmarinus officinalis L.).

Os teores encontrados foram menores que 0s reportados previamente para populacdes de
Campos das Vertentes, do sul de Minas gerais, para as quais Silva (2016) encontrou rendimentos
médios de até 0,5%. Fatores edafoclimaticos como a precipitacdo, altitude e temperatura podem ter

contribuido para os diferentes rendimentos entre populacdes de mesma regido (SHAMS, 2016).

3.3. Caracterizacao dos 6leos essenciais de L. pinaster

Os Oleos essenciais apresentaram diferentes perfis quimicos (Apéndices 7 a 12). A tabela 3
apresenta a composicdo quimica média dos 6leos essenciais das populaces das regides norte e

metropolitana de Belo Horizonte (composic¢do de todos os individuos nos Apéndices 13 a 18)

Tabela 3 — Composigdo quimica média (%) dos 6leos essenciais de populacdes de L. pinaster, Minas

Gerais, Brasil, 2017.
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Regido Metropolitana de

Substancia/Classe Regido Norte Belo Horizonte IRe
GM DIMa OD CTRA NLSC SM
Monoterpenos
1.  oa-tujeno - - - - - 0,29 930
2. a-pineno 12,45 3,62 - 151 027 075 939
3. sabineno - - - - - 0,7 975
4. B-pineno 506 1,16 - 908 208 1,32 979
5. mirceno - 0,08 - - - - 990
6. p-cimeno - - - - - 1,65 1024
7. 1,8-cineol . 017 - . . . 1026
8.  limoneno . 028 099 - . 05 1029
9.  y-terpineno - - - - - 0,42 1059
10. terpinoleno - - - - 0,19 1088
11. linalol 3,5 1,09 4,77 - - 0,41 1095
12. (Z)-pinocarveol 5,54 1,94 - - 0,32 0,42 1139
13. (2)-B-terpineol - - - - 0,31 - 1163
14. terpinen-4-ol 3,3 0,99 - - - 3,03 1177
15. o-terpineol 1,23 - - - - 0,11 1188
16. mirtenol - 0,27 - - 0,28 - 1195
17. mirtenal 11 - - - - 0,17 1195
18. aldeido perilico - - 0,56 - - - 1271
19. acetato de geranila - - - - 0,98 - 1381

Sesquiterpenos
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20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

a-cipereno

(2)-cariofileno
(E)-cariofileno
a-humuleno

y- amorfeno
isodauceno
sesquiterpeno 1
sesquiterpeno 2
(2)-nerolidol
a-copaen-11-ol

sesquiterpeno 3

epi-longipinanol

espatulenol

oxido de cariofileno

B-coapen-4-a-ol
sesquiterpeno 4
sesquiterpeno 5
sesquiterpeno 6

epi-a-cadinol

1,7-diepi-a-cedrenal

allo-epoxido de

aromadendreno

cedr-8(15)-en-10-ol

3,48 -
018 198
. 1,73
1,38 -
. 2,71
44 .
. 0,19
. 4,75
. 0,42
. 0,76
. 0,29
1,41 .

2,51

2,53

3,43

0,21

6,26

1,22

16,12

13,94

12,64

2,19

0,27

6,46

4,42

2,6

0,77

0,01

35,16
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1667

42. 14-hidroxi-(Z)-cariofileno - - - 2,27 - -
B UMSE e
44. germacrona - 8,56 251 0,25 3,44 - 1693
46. 14-hidroxi-a-humuleno 3595 13,39 - 0,47 3,18 - 1714
47. curcumenol - - 0,11 - - - 1734
48. esquamulosona - - 8,3 - - - 1l
49. sesquiterpeno 7 - - - - - 8,13 Lrri
50. 14-acetoxi-a-humuleno . 21,09 - 206 5633 . 1803
51. sesquiterpeno 8 - - 38,46 - - - 1807
Outras classes
52. etil-3-metil pentanoato - - - - - 0,19 949
53. tridecanal - - - - 3,45 - 1100
54. lebaicona - - - - - 0,13 1120
55. n-decanal 0,41 - - - - - 1201
56. n-nonanal 0,28 0,15 - - 0,56 - 1510
57. longicanfenilona - - 0,53 - - - 1552
58. benzoato de benzila - 2,11 - - - - 1759
Total (%) 79,67 6897 815 732 80,68 59,97
Classes de substancias
Monoterpenos 32,18 9,6 6,32 10,59 4,24 9,96
Sesquiterpenos 46,8 57,11 74,67 62,63 72,42 49,7
Outras classes 0,69 2,26 0,53 - 4,01 0,32
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GM = Grio Mogol, DIMa = Diamantina, OD = Olhos D’Agua, CTRA = Caeté/Rio Acima; NLSC = Nova Lima/Serra da
Calcada e SM = Serra da Moeda

IRc= indice de retengdo linear calculado

- = substancia ndo detectada para a populacéo

No total, 58 substancias foram detectadas nos 6leos essenciais, com maior abundancia dos
monoterpenos e sesquiterpenos nas seis populacfes amostradas, sendo a Ultima classe a mais
abundante. Houve divergéncia na composic¢ao quimica dos 6leos essenciais entre as seis populagoes,
independente da regido de ocorréncia no Estado de Minas Gerais.

Para a regido norte, 0s compostos majoritarios para a populacdo de Grdo Mogol (GM) foi o
a-pineno (12,45%) e 14-hidroxi-a-humuleno (35,95%). Esta Gltima substancia foi detectada em
DIMa, com 13,39%, juntamente ao 14-acetoxi-a-humuleno (21,09%). Para a identificacdo da
substancia 14-acetoxi-a-humuleno (C17H260:), foi necessario o auxilio da técnica de Ressonancia
Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H) e Carbono 13 (RMN *3C) unidimensional (1D) e
bidimensional (2D) de correlagdo homonuclear (*H-H-COSY) e heteronuclear (HSQC; HMBC).
Para tanto, o dleo essencial de uma amostra contendo 70% desta substancia foi utilizada para a
obtencdo dos referidos espectros. Os dados obtidos foram comparados com o estudo realizado por
Bolhmann et al. (1982) com Lychonophora columnaris onde foram identificados derivados de a-
humuleno, dentre estes o 14-acetoxi-a-humuleno. De acordo com levantamento bibliografico o 14-
acetoxi-a-humuleno foi identificado nos 6leos essenciais de Betula pubenses Roth. e Betula pendula
Roth., com indice de retencéo linear de 1800, valor proximo ao obtido no presente estudo (IRL 1803)
(ISIDOROV et al., 2004).

Para a populagdo Olhos D’Agua (OD), as substancias mais abundantes dos dleos essenciais
foram o 14-hidroxi-4,5-dehidro-cariofileno (9,13%), esquamulosona (8,30%) e o sesquiterpeno 8
(38,46%) como substancia majoritaria, cujo espectro de massas € condizente com o padrdo de
fragmentacdo de sesquiterpeno oxigenado.

Ja para a regido Metropolitana de Belo Horizonte, SM apresentou dois sesquiterpenos (1 e 7)
com indices de retencdo 1504 (35,16%) e 1777 (8,13%) como substancias majoritarias de seus 6leos
essenciais, o Ultimo exclusivo nesta populacdo. A analise dos espectros de massas e 0s indices de
retencdo linear ndo permitiram a identificacdo destas substancias. O sesquiterpeno 1 também foi
detectado na populagdo CTRA como o mais abundante (16,12%). Os compostos 1,7-diepi-a-cedrenal
(6,46%), (2)-nerolidol (12,64%), sesquiterpeno 2 (13,94%) e cedr-8(15)-en-10-ol (4,42%), foram
detectadas somente nesta populacdo. O 14-acetoxi-a-humuleno foi a substdncia majoritaria em
NLSC, com 56,33%.
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Alguns sesquiterpenos estiveram presentes em mais de uma populagdo: germacrona, 14-
hidroxi-a-humuleno, 6xido de cariofileno e 14-acetoxi-a-humuleno. Os compostos majoritarios
variaram em funcdo da populacdo e ndo foram comuns entre todas as populagfes de uma mesma
regiao.

SM apresentou substancias ndo detectadas nas demais, além do sesquiterpeno 7 (8,13%), p-
cimeno (1,65%), a-cipereno (2,60%) e outras sete substancias, que estiveram presentes em teores
<0,70%.

A substéncia 14-hidroxi-a-humuleno foi detectada em considerdvel proporcéo relativa em
duas das trés populacGes coletadas na regido Norte (GM, DIMa), porém ndo foi observada na
populacdo OD, apesar da mesma estar a 16 km de distancia de DIMa e em condicGes climaticas
proximas. Similarmente, na regido metropolitana de Belo Horizonte, este composto foi observado em
CTRA e NLSC, em baixas proporc¢des relativas, mas nao detectado em SM.

A composicdo quimica dos 6leos essenciais das populagdes amostradas no presente estudo
nas regides norte e metropolitana de Belo Horizonte demonstraram significativa divergéncia com os
resultados de estudos prévios realizados com as populacées de L. pinaster da regido sul do estado de
Minas Gerais (Campos das Vertentes), onde o constituinte mais abundante foi o (E)-cinamato de
metila (HABER, 2009; REIS et al., 2010; ISOBE, 2012; SILVA, 2013; RESENDE, 2013). Estes
trabalhos reportam compostos da classe dos fenilpropandides como majoritarios, enquanto para as
populacdes utilizadas neste estudo a classe quimica predominante dos compostos dos 6leos essenciais
foi a dos sesquterpenos, demonstrando a divergéncia das rotas na producdo de 6leos essenciais das
populacdes de diferentes regides. Para Isobe, o (E)-cinamato de metila variou de 61,27% (populacao
de Carrancas-MG) no inverno a 80,86% (populacdo de Lavras-MG) no verao, variando em funcgéo
das estacdes do ano. Haber detectou 82% da substancia em uma populacéo de Poco Bonito (Lavras-
MG). Resende (2013) identificou o (E)-cinamato de metila (62,1%) e (E)-cariofileno (21,1%) como
compostos mais abundantes no 6leo essencial de L. pinaster. Reis et al. (2010) detectou a proporc¢éo
de 93% de (E)-cinamato de metila no éleo essencial da espécie em coleta realizada no verao.

Silva (2013) analisou a variacdo na composi¢do de 6leo essencial de L. pinaster entre
populacdes durante as estacdes do ano e reportou o (E)-cinamato de metila e o (E)-cariofileno como
compostos majoritarios, com proporcao relativa variando entre 56,03 a 80,18% e 9,81 a 23,10%,
respectivamente. As divergéncias quimicas encontradas entre as populacdes das diferentes regides

sugerem a ocorréncia de diferentes quimiotipos para o 6leo essencial de L. pinaster.
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3.4. Composicao quimica intrapopulacional dos 6leos essenciais de L. pinaster

Ao analisarmos a composi¢cdo do 6leo essencial dos individuos de L.pinaster dentro das
populacbes, observa-se uma variacdo no perfil quimico dos dleos essenciais entre os individuos de

uma mesma populacdo (Apéndices 19 a 24).

A populacdo de Diamantina apresentou variacdo fenotipica, em especial, para os individuos
DIMa 07, DIMa 14, DIMa 16 e DISIO3, onde as proporcOes relativas do 14-acetoxi-a-humuleno
foram menores e maiores para 14-hidroxi-a-humuleno em DIMa 07, DIMa 16 e DISIO3 e de
germacrona em DIMal4.

Na populagdo Olhos D'Agua os individuos OD04, OD09 e OD16 apresentam composicao
quimica contrastante com os demais. Os trés individuos distinguem-se, principalmente pela baixa
proporgéo relativa do sesquiterpeno 8 (% < 0,20), substancia majoritaria nos demais individuos
variando de 29,99 a 64,92%).

Assim como nas demais populagdes, os individuos da populacdo de Grdo Mogol (GM)
demonstraram variagdo nas proporcdes relativas das substancias dos 6leos essenciais, com destaque
para os para os individuos GM03, GM06, GM08 e GM22. A populacdo GM apresentou variacao
intrapopulacional no perfil quimico de seus individuos, com diferentes teores de a-pineno, que foi
detectado como trago (0,1%) em GM20 mas alcangou 38,25% em GMO03; e de seus isdbmero -pineno,
com proporcao relativa que variou entre 0,1%(traco) e 13,45%. Sua substancia majoritaria, o 14-
hidroxi-a-humuleno, teve sua proporcao relativa entre 11, 05% (GMO03) e 51,62% (GMO08).

Na populacdo de Serra da Moeda, foram registradas variaces, principalmente, nos
percentuais do sesquiterpeno 1(16,59 em SMO1 e 56,47% em SM24) e 7 (ndo detectado em SM22,
mas alcancando 12,67% para SM12).

Na populacdo de Caeté/Rio Acima (CTRA), alguns individuos mostraram comportamentos
fenotipicos contrastantes. CTRAOL e 17 apresentaram maiores teores de cedr-8(15)-en-10-ol que as
demais amostras, com 10,03% e 26,50%, respectivamente. Os individuos CTRA 17 e 22
apresentaram altas proporcoes relativas de B-pineno (30,37% e 33,34%), enquanto que CTRA12
exibiu menor nimero de compostos, apresentado 8 das 12 substancias identificadas.

Os oOleos essenciais dos individuos da populacdo Nova Lima/Serra da Calcada (NLSC)
apresentaram menores diferencas no fendtipo quimico entre os individuos, exceto NLSC14, que
divergiu dos demais dada a alta proporcdo relativa de tridecanal (37,41%) e baixo percentual de 14-

acetoxi-a-humuleno (abaixo de 1%).

40



Algumas populagdes mostraram menor diferenga quimica entre os individuos e podem
apresentar potencial para trabalhos de melhoramento genético visando estabilidade quimica na
producéo de 6leo essencial para fitomedicamentos.

3.5. Caracteristicas dos solos versus composicdo quimica dos 6leos essenciais

Diversos fatores influenciam qualitativamente e quantitativamente a composi¢do quimica de
6leos essenciais: genotipo, parte da planta, localizagdo geografica do vegetal, periodo de coleta,
secagem e armazenamento do material vegetal, méetodos de extracdo, fatores ambientais e condi¢Ges
edaficas, dentre elas o tipo do solo (EL ALAM et al., 2019). Populagdes de L. pinaster ocorrem em
fitofisionomias dos campos repestres e campos de canga de Minas Gerais cujas regides apresentam
caracteristicas edafoclimaticas distintas. Diante disso, uma analise discriminante (Figura 4) foi
realizada em funcdo das caracteristicas fisicas e quimicas dos solos das regides de coleta e as
substancias detectadas nos 6leos essenciais das populacGes estudadas. Esta analise demonstra como
as variaveis em conjunto caracterizam as popula¢des, demonstrando quais destes fatores foram

diferenciais entre elas. Os fatores comportaram 62,97% da variacdo dos dados.
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Figura 4 - Gréafico de scores (A) e de variaveis (B) da analise discriminante de populacdes de L .pinaster Mart. em funcdo da composicdo de 6leo

essencial e das caracteristicas quimicas e fisicas dos solos. Detalne em amarelo, o centréide de cada populacédo e sua elipse de confianga. Phi=pH;
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H+Al = acidez potencial, M.O. = matéria orgénica, V% = satura¢do com bases, CTC = capacidade de trocas catidnicas, SB = soma de bases trocaveis.
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Ao utilizarmos as caracteristicas fisicas e quimicas do solo, juntamente aos dados de
composi¢do quimica dos Oleos essenciaisna anélise discriminante, algumas variaveis dos solos
contribuiram conjuntamente & determinadas substancias dos 6leos essenciais na diferenciagdo das

populacbes (Figura 4 — (B) — gréafico de loadings).

A figura 4 mostra como as variaveis influenciaram no posicionamento final das popula¢Ges
no grafico de scores, que juntamente com a tabela do teste unidimensional de igualdade de médias
(Apéndice 25), demonstram que ocorreram diferencas nas caracteristicas dos solos em conjunto com
as caracteristicas quimicas dos 6leos essenciais. O grafico de scores apresenta um agrupamento das
populacdes DIMa e NLSC, enguanto as demais se mantiveram isoladas entre si.

Como demonstrado na caracterizagdo quimica e fisica do solo, determinados micro e
macronutrientes foram significativos para as diferenciacdes das popula¢des, como o ferro e o enxofre
para NLSC e 0 manganés e o potassio para SM. A andlise discriminante nos permite verificar suas
contribui¢des, juntamente aos compostos dos 0leos essenciais, na separagao das populagdes. Estes
nutrientes do solo podem influenciar o direcionamento metabdlico de producdo de compostos
especializados, favorecendo uma producdo diferencial de certos compostos ou de certas classes

destes.

O pH foi uma variavel significativa para a populacdo CTRA (mais basico entre os solos
analisados, Ph1=6,0 CaCl?) e isso pode se dever ao célcio presente em seu solo (que foi uma variavel
significativa para esta populacdo). O calcio exibe influéncia em mais de 30 processos metabolicos,
sinalizando processos relativos aos hormonios, luz e patogenia, além de inibir a atividade de certas
enzimas, como na sintese de ATP. Estudos indicam que o Ca™ age como mensageiro secundario em
processos fisiologicos relativos ao desenvolvilmento, crescimento, fotossinte e situacdes de estresse,
inclusive em funcéo da deficiéncia de outros nutrientes no solo. Em relacdo ao metabolismo de defesa
dos vegetais, nota-se uma correlagéo entre o alto suprimento de Ca?* e a expresso de genes de defesa,
(HOCHMAL et al., 2015; THOR, 2019; JIN et al., 2018).

O posicionamento de CTRA foi influenciado pelo magnésio (Mg). Tanto Mg quanto Ca?*
levam a uma menor absorcao de potassio (K) de seu solo, o que pode impactar fisiologicamente pelo
fato de K ser um ativador enzimatico. O Mg é um componente da molécula da clorofila sendo peca-
chave no processo de transferéncia de energia. Tem forte papel de ativacdo enzimaética e é essencial
na ativacdo de mais de 300 enzimas. O magnésio possui papel central na estabilizacdo da estrutura

conformacional de macromoléculas como acidos nucléicos, proteina, membranas e paredes celulares;
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contribui para a homeostase de espécies reativas de oxigénio; € cofator de enzimas fosforilativas e
parte importante para as reagdes das ATPases e de sintese protéica (YAN, HOU; 2018; CHEN et al.,
2018; GUO et al., 2016). Este nutriente € componente ou cofator de uma série de enzimas, geralmente
envolvidas em reacOes de oxi-reducdo, como do citocromo nas reagfes de transporte de elétrons da

fotossintese e respiragdo, sintese de DNA e de horménios vegetais como o etileno e acido abscisico.

O aluminio (APP*) apresentou maiores teores em NLSC e GM (APF*=16 mmol/dm? e 10
mmol/dm?3, respectivamente), o que contribuiu para a maior acidez registrada em ambas. Este
elemento também causa a diminuicdo de disponibilidade de foésforo (P) no solo, o que pode impactar
diretamente o metabolismo de terpendides dado que o P é base do IPP, unidade basica na construgéo
das moléculas de terpenos. O aluminio compete no processo de absor¢cdo com 0 potassio, 0 magnésio
e o calcio, alem de se mostrar fitotoxico alterando a proliferacdo celular. Em contrapartida, esse
elemento pode levar ao aumento da defesa contra herbivoria e prevenir a toxicidade por ferro
(FAQUIN, 2005; PILON-SMITS et al., 2009; HORBOWICZ1, KOWALCZYK; 2011), o que pode

ser benéfico para a populacdo NLSC, dado que se encontra na regido do Quadrilatero Ferrifero.

A populacdo SM demonstrou diferenciacdo de varios nutrientes de seu solo em relacdo as
demais (Zn, B, Mn, K e P) e isso se deu juntamente a certos compostos, como n-nonanal, tridecanal
e benzoato de benzila, assim as diferencas quimicas encontradas no 6leo essencial da populacao
podem ter relacdo com esses fatores nutricionais. SM apresentou 0 maior teor de zinco (Zn) entre as
populacdes (Zn = 5,6 md/dm?®). Esse nutriente tem reconhecido papel ativador e de componente
enzimatico em certas desidrogenases, sintetases, carboxilases e isomarases, regulando a sintese
protéica e polimerizacdo de DNA e RNA, tendo fungdo importante na resposta vegetal contra doencas
e pragas. Esse elemento é basico para a atividade da proteina D1 de reparo aos danos causados pela
luz no fotossistema Il, auxiliando na manutencdo do aparato fotossintético, além de participar no
metabolismo de auxinas. A ele também sdo associados reducdo de efeitos adversos em periodos
guentes curtos e estresse salino (SADEGHZAEDH, 2013; CABOT et al., 2019; TSONEV, LIDON;
2012). Seu papel de ativador pode ter levado a maior producao de certos compostos, em detrimento
de outros, como demonstrado por Ghorbanpour et al. (2016). Ao testar a acao de diferentes niveis de
Zn e cobre (Cu) sobre o rendimento e composicdo do 6leo essencial do manjericdo (Ocimum
basilicum L.), o autor encontrou o0 aumento da classe de monoterpenos oxigenados e decaimento na
proporg¢do de sesquiterpenos oxigenados. Com maiores niveis de Zn, os teores de substancias como
metil chavicol, E-citral aumentaram, enquanto do B-elemeno, germacreno D e 6xido de humuleno
diminuiram. No mesmo estudo, com o aumento dos niveis de cobre (Cu), que no presente estudo com
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L. pinaster se mostrou significativo para a populagio de Olhos D’Agua, ocorreu a diminuicdo de
substancias como sabineno, cis-ocimono, eugenol e 0 aumento na proporgao relativa de linalol. Os
compostos t-muuroleno e 1,8 cineol aumentaram nos maiores niveis de Zn e de Cu, enquanto os teores
de E-citral e trans-a-bergamoteno se elevaram com aumento de Zn e diminuiram com o aumento de
Cu.

Boro também foi um mineral pelo qual cujo teor se destacou o solo da populacdo SM (B =
0,56 md/dm?®), sendo que sua influéncia sobre a composicio de 6leos essenciais foi resgitrada para
Arnica montana L. e Arnica chamissonis Less (SUGIER et al., 2017). O aumento de Boro acarretou
um aumento da proporcao relativa de 6xido de cariofileno, (E)-cariofileno, germacreno D, dodecanal,
cumeno e o-amorfeno, enquanto levou ao decréscimo nos teores de outras substancias para A.
montana. Para A. chamissonis, boro levou a aumento significativo de a-pineno (atingindo mais que
0 dobro em relagéo ao controle), e acarretou maior teores de germacreno D, 6xido de cariofileno, n-
heptadecano e a-cadinol, com queda de producdo somente para 0 p-cimeno. Para A. chamissonis, as
maiores doses de Boro levaram a um aumento na producéo de monoterpenos e queda na producao de
aldeidos alifaticos (SM foi a populacdo com menor proporcéo relativa de aldeidos alifaticos). O Boro
é importante na atividade meristematica, divisao celular e desenvolvimento radicular; no transporte
transmembrana de acUcares e na respiracdo. Também atua no metabolismo de carboidratos, do RNA
e de hormonios vegetais; alem de estar envolvido na sintese de uracila, base nitrogenada componente
do DNA (HANSCH, MENDEL, 2009; SINGH et al., 2019).

O fosforo, outro mineral para o qual SM apresentou 0 maior teor dentre as populacoes (Presina
= 12 mg/dm?®), pode influenciar a composicéo do 6leo essencial. Bajalan (2018) estudou a influéncia
de fatores ambientais, como os nutrientes do solo, sobre o 6leo essencial de sete populagdes de alecrim
(Rosmarinus officinales L.) e encontrou alto indice de correlacdo (CC=0,71) entre 0 mineral e a
canfora presente nos 6leos essenciais de duas populagdes, com variacdo entre 21,41% e 25,32% de
proporcao relativa para as mesmas, assim como de acetato de bornilacom CaCO (CC= 0,49). Estudos
indicam que a concentracdo de P no vacuolo se relaciona com atividades de enzimas de diferentes
vias metabolicas, inclusive no armazenamento molecular de energia e subsequente transferéncia nas
vias metabolicas na forma de ATP (MAATHUIS, 2009).

O potéssio (K), significativo para SM (K = 2,9 mmol/dm?), teve sua influéncia sobre a
composicdo de Oleo essencial de Salvia desoleana Atzei& Picci registrada por Rapposelli e

colaboradores (2015) através de experimentos testando diferentes tipos de solo. Foi registrada
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correlagdo significativa (P<0,05) para varios compostos: coeficientes positivos para o-tujeno e
terpinoleno (detectados somente em SM), além de germacreno D e biciclogermacreno; e coeficientes
negativos para B-careno, acetato de linalila, acetato de terpinila e esclareol. Quanto as classes de
terpenos, K mostrou correlacdo negativa com monoterpenos e diterpenos, porém positiva para
sesquiterpenos. Este nutriente é facilmente absorvido dado sua facilidade de atravessar a membrana
plasmatica, sendo transportado no floema e no xilema e redistribuido facilmente dos tecidos em
senescéncia para 0s mais novos. Este elemento atua na ativacdo enzimatica de diversas vias como as
quinases, transferases e sintetases, auxiliando nas variagdes conformacionais das mesmas e
otimizacdo de seu grau de hidratacdo, pois auxilia na regulacdo osmética vegetal. Além disso, esta
relacionado com a producdo das proteinas em si, sendo que sua limitacdo pode gerar menor producao
das mesmas e acumulo de compostos nitrogenados soltveis como amino&cidos, amidas e nitratos. O
potassio auxilia na abertura estomatica, através da promogédo de absorcdo de agua pelas células-
guardas, 0 que impacta diretamente na fotossintese pela abertura possibilitar a captacdo de CO;
(FAQUIN, 2005; MCCAULEY et al., 2011).

O enxofre (S) pode influenciar a composicdo quimica de 6leos essenciais, como o do capim-
lim&o (Cymbopogon flexuosus (Steud.) Wats. (ZHELJAZKOQV et al., 2011), para o qual levou a uma
maior concentracdo de neral em seu 6leo essencial. No presente estudo, Nova Lima/Serra da Calcada
(NLSC) registrou 0 maior teor de enxofre entre os locais analisados (S = 19 md/dm?). Esse nutriente
é peca-chave na fotossintese e na sintese de aminoacidos e proteinas e incoporado a estruturas da
cisteina, metionina e coenzimas, inclusive sendo parte estrutural de coenzimas que atuam na
descarboxilacdo do piruvato com formacéo da acetil-CoA, molécula essencial na formacdo de
isoprenos para producdo de terpenos. O enxofre também é parte integrante de proteinas
fitoguelationas, baseadas em glutationa, que auxiliam na desintoxicacdo vegetal devido a sua acdo de
neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio e grande afinidade por metais pesados (MAATHUIS,
2009; KHALID et al., 2011; DAVIDIAN, KOPRIVA; 2010).

A populago Olhos D’Agua (OD) apresentou o maior teor de cobre (Cu = 1,0 md/dm?®) entre
os solos analisados. Este micronutriente é complexado comumente em compostos organicos como
aminodcidos, compostos fendlicos e outros quelantes. E importante como ativador ou componente de
enzimas de oxi-reducdo, como o complexo de oxidase do citocromo. E essencial na fotossintese e
respiragdo mitocondrial para o metabolismo de C e N, para protecao de estresse oxidativo e requerido
na sintese da parede celular. Sua deficiéncia leva a uma diminuicdo da atividade fotossintética
(HANSCH, MENDEL, 2009; FAQUIN, 2005).
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O ferro (Fe), com maior teor registrado para NLSC (Fe = 338md/dm?) pode ser potencialmente
toxico em altas concentragGes, pois sua propriedade de receber e doar elétrons pode catalisar a
conversdo de peroxido de hidrogénio em radicais livres (MOUSAVI et al., 2011; FAQUIN, 2005;
ROOUT, SAHOOQ; 2015). Este micronutriente também atua sobre as reacfes de ATP com as
fosfoquinases e fosfotranferases, além das descarboxilases e desidrogenases do ciclo de Krebs. Sua
limitacdo no vegetal afeta o fluxo de elétrons do processo de fotossintese. Tem papel ativador em
certas enzimas, embora possa ser substituido pelo Mg (FAQUIN, 2005).

Além do solo, a regulacdo metabodlica da produgdo de terpenos também € influenciada por
estimulos ambientais. Em caso de exposicdo a microorganismos, o cloroplasto produz diversas
moléculas de espécies reativas de oxigénio que alteram o fluxo redox e levam a expresséo de genes
de defesa. Nestas situacdes, o cloroplasto também faz a regulacdo no sentido contrario, regulando o
nivel desta expressdo génica atraves do acumulo da enzima metileritritol ciclodifosfato, intermediaria
da via MEP de producéo de precursores de terpenos e carotenoides. Além disso, essa organela produz
uma variedade de compostos organicos volateis (COVs), produtos das vias dos terpendides,
carotenoides, aldeidos e alcoois que podem atuar como sinalizadores na propria planta ou entre
vegetais em situacOes de estresse, infeccdo ou predacdo, levando a respostas de defesa, como por
exemplo, a emissdo de volateis para atrair predadores de seus inimigos naturais (FERNANDEZ,
BURCH-SMITH; 2019; DICKE, 2016).

3.6. Analises quimiométricas dos 0leos essenciais

3.6.1. Analises de correlacao

A figura 5 apresenta um mapa de calor (Heatmap) gerado em funcdo dos coeficientes de correlagédo

das substancias dos 6leos essenciais com as populacdes de L. pinaster.
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Figura 5 — Heatmap dos compostos dos 6leos essenciais em funcéo das populacGes de L.pinaster.
OD = Olhos D’Agua, DIM?* = Dimantina, NLSC = Nova Lima/Serra da Cal¢cada, SM = Serra da
Moeda, CTRA = Caeté/Rio Acima, GM = Grao Mogol.

Os maiores coeficientes de correlacdo se apresentam em tons escuros, sendo encontrados altos

niveis de correlacdes de alguns compostos por populacéo.

Né&o foi encontrado padrdo em funcdo da regido. Entre as populacbes da Regido Norte, as
substancias se destacam na populacdo GM, como mirtenal, (Z)-cariofileno, espatulenol, allo-epoxido
de aromadendreno, ndo foram significativa para as populagées OD e DIMa. Enquanto que entre as
oriundas da Regido Metropolitana de Belo Horizonte, compostos como o 14-hidroxi-9-epi-(E)-
cariofileno, lebaicona, terpinoleno, sabineno, isodauceno e sesquiterpeno 7 foram altamente
significativos para Serra da Moeda (SM), mas ndo para CTRA e NLSC. Cada populagéo apresentou

um grupo de substancias diferenciadas que ndo foram compartilhadas com as demais.
48



Embora alguns dos compostos significativos sejam os majoritarios nas populagdes, como 14-
hidroxi-a-humuleno para Grdo Mogol (35,95%), populacdo com maior proporcao relativa, isso ndo
foi uma regra pois o n-decanal apresentou média de 0,41% para a populacéo, sendo minoritario. Na
andlise ele foi significativo porque ndo foi detectado nas demais. A andlise por heatmap dos
compostos entre si é apresentada na Figura 6.
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Figura 6 — Heatmap resultante d

QO

andlise de correlacdo dos compostos presentes no 6leo essencial
das populacdes de L.pinaster.
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O mapa de calor nos traz os niveis de correlacdo entre as variaveis quimicas populagdes de
L.pinaster, avaliando par-a-par a relagdo entre as substancias e demonstrando como uma variavel se
comporta em relacdo a outra. Uma correlacdo positiva demonstra que os teores das substancias variam
(aumentam ou diminuem) de forma conjunta, enquanto a negativa informa que se o teor um
compostos aumenta, o do outro tende a diminuir. Nele, observam-se grupos de substancias
correlacionados positivamente (tons de vermelho) e negativamente (tons de azul). Quanto maior o
coeficiente de correlagdo (CC) (em mddulo), mais intensa é a cor. No gréfico, a cor € suave indica
que o coeficiente de correlagéo tende a zero (correlacdo difusa), ndo se detectando uma correlacéo
entre 0s compostos analisados.

Ao observarmos os niveis de correlagdo entre os compostos no mapa (Figura 6), encontramos
6 blocos de compostos que foram altamente correlacionados entre si (grupos de A a F), onde cada
grupo correspondeu aos compostos caracteristicos de uma populacdo, indicando que dentre seus
perfis quimicamente diversos ha a correlacdo entre compostos por eles apresentados. Ao cruzarmos
as informacdes dos mapas de calor (Figura 5 e 6), podemos inferir como 0s compostos se relacionam

entre si e dentro das populacoes.

O bloco (A) demonstrou alta correlacdo positiva entre sesquiterpeno 6 e 14-hidroxi-4,5-
dehidro-cariofileno (CC=0,81) (cujos maiores teores observados foram para OD); e para compostos
presentes somente nesta populacdo, como sesquiterpeno 8 e esquamulosona (CC=0,99) e entre
longicanfenilona e gama-amorfeno (CC=0,77). Em contrapartida, foram detectadas correlagdes
negativas entre compostos, como entre o sesquiterpeno 6 e (E)-cariofileno (CC= -0,42). Estes

compostos mostraram maiores coeficentes de correlacdo com a populacdo OD.

Para (B), foram encontradas altas correla¢des positivas entre: a-humuleno, sesquiterpeno 3,
sesquiterpeno 4 e mirtenol (CC entre 0,50 e 0,91); germacrona e 14-acetoxi-a-humuleno (CC= 0,85);
tridecanal e acetato de geranila (CC=0,87) Para correlagdo negativa, temos linalol com (2)-B-
terpineno, acetato de geranila e tridecanal (CC entre -0,40 e -0,47). J& estes compostos apresentaram

maiores correlacdes com a populacdo NLSC.

Em (C) foram observadas correlacdes positivas entre 1,8-cineol, benzoato de benzila,
sesquiterpeno 5, mirceno, a-pineno e epi-a-cadinol. Estas substancias, por sua vez, apresentaram

coeficientes de correlagcdo importantes para com a populagdo DIMa.
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Em (D) os compostos correlacionados entre si foram: o e B-pineno; 6xido de cariofileno; (2)-
nerolidol; 1,7-diepi-a-cedrenal; 14-hidroxi-(Z)-cariofileno; sesquiterpeno 2; cedr-8,15-en-10-ol; (E)-
cariofileno e sesquiterpeno 1. CorrelacGes negativas foram encontradas entre (Z)-pinocarveol, linalol
e e terpine-4-ol; a-humuleno, sesquiterpeno 3 e sesquiterpeno 4. Estas varidveis tiveram coeficientes

de correlagdo mais significativos para a populagcdo CTRA.

Para o bloco (E) foram encontradas correlagdes positivas entre o-terpineol, mirtenal, n-
decanal, allo-epdxido de aromadendreno, (Z)-cariofileno, a-copaen-11-ol e espatulenol. Além destes,
(2)-pinocaveol se mostrou correlacionado com terpinen-4-ol, a-terpineol e mirtenal. As substancias

citadas mostraram correlagdo intensa com a populagdo GM.

No bloco (F), os compostos correlacionados entre si foram etil-3-metil-pentanoato;
terpinoleno; lebaicona; a-tujeno; terpineno; sabineno; o-cimeno; 14-hidroxi-9-epi-(E)-cariofileno; -
copaen-4-a-ol; a-cipereno e sesquiterpeno 7. Este ultimo bloco traz substancias com demonstradas

correlagdo com a populacdo SM.

Quimicamente além das diferencas entre as populacdes, encontramos também altos niveis de
correlagdo de certos compostos para cada uma delas, o que nos possibilita a caracterizacao do perfil

quimico populacional em funcao deles.

3.6.2. Analise de componentes principais

Buscando compreender melhor a dissimilaridade entre as populacgdes e regides, bem como as
substancias que contribuem para a diferenciacdo, realizamos ja analise de componentes principais. A
analise de componentes principais 3D (Figuras 7) demonstrou a formacédo de quatro grupos entre as
populacdes, em funcdo do grau de similaridade quimica entre elas, considerando as trés primeiras

componentes principais e comportando 55,1% da varia¢do dos dados.
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Figura 7 — Scores das amostras de 6leos essenciais das populacGes de L.pinaster de diferentes
regides do estado de Minas Gerais, Brasil, 2017.

Na analise foram formados quatro grupos, sendo possivel observar quais substancias foram
determinantes para a formacdo dos grupos na ACP através da observacdo dos loadings no grafico e

de sua tabela de valores para as variaveis (Apéndices 26 e 27). Novamente, as populacbes GM, SM

e CTRA néo participaram de nenhum agrupamento e cada uma se dispersou em direcdo contraria as
demais, devido aos vetores resultantes.

As populacdes DIMa e OD, da regido norte, se agruparam com NLSC, da regido metropolitana
de Belo Horizonte. Isso demonstra que, de acordo com a variacdo dos dados comportada por CPs 1 e
2, OD, DIMa e NLSC apresentaram similaridade quimica, gerando uma disposi¢éo proxima de suas
amostras, apesar de pertencerem a diferentes regides do Estado de Minas Gerais, com 273 km de
distancia entre elas. NLSC ndo se mostrou quimicamente proxima a SM e CTRA, apesar das trés

pertencerem a mesma regido de Minas Gerais (regido metropolitana de Belo Horizonte), enquanto
que GM se mostrou diferente das demais populacdes do norte do estado de Minas Gerais.

No agrupamento das populagdes, determinados compostos contribuiram para a alocacao final

de cada uma delas. Os loadings demonstram que substancias detectadas somente em uma dada
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populagdo contribuiram significativamente no posicionamento da mesma no espaco dimensional dos
dados. Por exemplo, na populacdo Grao Mogol (GM), o0 a-terpineol, mirtenal, espatulenol, a-copaen-
11-ol; allo-ep6xido de aromadendreno levaram ao isolamento desta populacdo em relacdo as demais
devido a seus valores quase nulos na CP1, porém positivos nas CP2 e CP3.

O agrupamento de CTRA se deveu ao 6xido de cariofileno; sesquiterpeno 2 e cedr-8,15-en-
10-ol, ndo detectados nas demais populacGes, com loadings negativos para CPle CP2 e valores
positivos para CP3. SM, por sua vez, teve seu agrupamento determinado por: p-cimeno; 14-hidroxi-
9-epi-(E)-cariofileno; sabineno; a-cipereno; 3-copaen-4-a-ol; terpineno; lebaicona; terpinoleno; etil-
3-metil-pentanoato e a-tujeno, com valores de loadings negativos para CP1 e CP3, sendo quase nulos
para CP2.

Além dos compostos presentes em somente em uma populacéo, outras substancias comuns a
mais de uma populacéo influenciaram o posicionamento final dos scores, como o (E)-cariofileno para
SM e CTRA, ambas da Regido Metropolitana de Belo Horizonte, que com seus valores de loadings
negativos para as trés componentes principais contribuiu no posicionamento na parte inferior

esquerda do gréfico.

As populaces de Nova Lima/Serra da Calcada (NLSC), Diamantina (DIMa) e Olhos D’ Agua
(OD) se agruparam estreitamente, porém ndo houve mistura entre suas amostras no grafico de scores
(Figura 16). Substancias como 14-hidroxi-4,5-dehidro-cariofileno; sesquiterpeno 6; acetato de
geranila; (Z)-B-terpineol; benzoato de benzila; sesquiterpeno 5; germacrona; o-humuleno;
sesquiterpeno 3; sesquiterpeno 4, tiveram valores positivos para a CP1 (>0,099) e negativos para as

demais CPs, com vetores gque projetam as amostras das trés populacdes para o canto direito inferior.

Alguns compostos tiveram valores quase nulos (>/0.098|) para as trés componentes principais
como curcumenol; epi-longipinanol; longicanfenilona; aldeido perilico; esquamulosona;

sesquiterpeno 8; y-amorfeno; nonanal; mirceno.

3.7. Anélises genéticas de populagdes de L.pinaster Mart. oriundas de diferentes regides

do estado de Minas Gerais
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Para as analises genéticas foram consideradas nove populagdes naturais de L.pinaster
distribuidas entre trés regides do estado de Minas Gerias: seis populacdes coletadas no ano de 2017
(GM, OD e DIMa da regido norte e SM, CTRA e NLSC da regido metropolitana de Minas Gerais) e
trés da regido do Campos das Vertentes, que ficam ao sul do estado.

O DNA dos individuos de L. pinaster foi extraido e processado para obtencao do padrdo de
pureza e normalizacdo necessarios na producéo de biblioteca para o sequenciamento de nova geracao.
Em funcdo do tempo de armazenamento e tipo de processamento das amostras apds sua coleta, a
extracdo resultou em numeros diferentes de individuos com DNA obtido entre as populacdes (Tabela
4). As amostras das regides norte e metropolitana de Belo Horizonte foram coletadas em 2017,
enquanto as do Campo das Vertentes foram coletadas em 2011. Apds o sequenciamento, foram retidas
amostras de DNA de 147 individuos de L. pinaster para realizacdo das analises genéticas.

Tabela 4 — Numero de amostras de DNA de individuos de Lychnophora pinaster Mart de diferentes

regides do estado de Minas Gerais sequenciadas e selecionadas apos filtragem.

o T eI regaanons
Populagéo AB  SA SS CTRA NLSC SM GM OD DIMa
Sequenciados (n) 9 14 13 16 16 25 16 15 23
Selecionados (n) 6 10 11 16 14 25 7 15 23

Apdbs o sequenciamento do DNA, os dados genéticos foram processados para filtragem e
selecdo dos SNPs, resultando em um total de 127 individuos selecionados para analises genéticas de

populagdes. Dentre os dados dos individuos foram selecionados 3.441 SNPs.

Os nameros de individuos de AB (n=6) e GM (n=7) foram menores se comparados com as
demais populac@es, porém isso ndo limita a qualidade dessas amostras no uso para estudo de genética
de populacBes baseados em SNPs. Nazareno (2017), ao estudar populacdes da espécie amazonica
Amphirrhox longifolia, testou o uso de diferentes nimeros de individuos em analises de diversidade
genética com uso de SNPs, registrando a influéncia do n amostral sobre os indices de diversidade
genética. O autor constatou que se utilizados a partir de 1500 SNPs é possivel obter um indice Fst
acurado mesmo com utilizagdo de somente dois individuos por populacdo (n=2) em funcdo da

profundidade de leitura que a técnica permite. Como contamos com 3441 SNPs, o tamanho amostral
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das populagbes AB e GM se mostrou suficiente para que as mesmas fossem consideradas em nossas

analises genéticas.

3.7.1. Diversidade e estrutura gendbmica das populagoes

Os indices de diversidade genética (Tabela 5) demonstram que heterozigosidade média
observada (Ho=0,0502) foi menor que a esperada (He=0,0599), indicando que a populagdo nédo se
encontra em estado de equilibro de Hardy-Weinberg e apresenta um déficit de heterozigotos nas
populagBes. AB apresentou os menores indices de heterozigosidades observada e esperada
(Ho=0,0308 e He=0,0304), enquanto os maiores indices foram observados em CTRA (Ho=0,07893
e He=0,0980). Dentre as populagdes, AB foi a unica para qual Ho=HE.

Tabela 5 — Estimativa dos indices de diversidade genética obtidos para as nove populacdes de
L.pinaster. Em negrito, estdo os valores extremos, menores e maiores.

Local de coleta Sigla Regido Ho He Fis Ap Sp Lp

Gréo Mogol GM RN  0,03347 0,04272 0,115309 3,11554 3,15153 3,24818

Olhos D’ Agua oD RN  0,05396 0,06506 0,128803 5,41126 11,24938 4,90094

Diamantina DiIMa RN 0,06944 0,0784 0,096061 7,40144 20,01941 6,61743
Caeté CTRA RMBH 0,07893 0,09809 0,14083 5,90614 11,76261 5,83993
Nova Lima NLSC RMBH 0,0476 0,06099 0,159512 5,6899 8,94687 5,66465

Serra da Moeda SM RMBH 0,06358 0,07088 0,086765 6,29853 22,34163 5,85686

Areia Branca AB CVv 0,03084 0,0304 |-0,03084 1,22497 4,10429 1,18863

Serra da Arnica SA CV 0,03591 0,04236 0,104147 2,25777 8,16544 2,15578

Serra do Sofa SS CVv 0,03661 0,0432 0,10416 3,15348 7,86944 3,02803

Média 0,0502 0,0599 0,1632 1,22497 10,8456 4,277

Ho= heterozigosidade observada; He= heterozigosidade esperada e Fis= coeficiente de endogamia, AP=alelos privados,
SP=sitios polimérficos, LP=Loci polimdrficos.
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Os resultados encontrados para as heterozigosidades esperada e observada vdo ao encontro
dos registrados em estudos anteriores de genética de populacbes de L.pinaster via marcadores
microssatélites. Haber (2008), ao caracterizar a diversidade genética de trés populagdes de L. pinaster
do sul de Minas Gerais (Campos das Vertentes), registrou que as heterozigosidades observadas (Ho)
foram menores que as heterozigozidades esperadas (HE), o que também foi relatado por Vieira (2014)
para outras populacdes. Viera ndo encontrou grande variacao genética entre as trés populacdes e mais
de 50% dos locos avaliados ndo se encontravam no equilibrio de Hardy-Weinberg, indicando a
existéncia de endogamia nas populacoes.

A populacdo com maior nimero de alelos privados foi Diamantina (7,40). As médias de alelos
privados foram diferentes em funcdo da regido: Ap=5,96 para a regido metropolitana de Belo
Horizonte (maior média); Ar=5,30 para a regido norte e Ap=2,12 para Campos das Vertentes (menor

média).

Silva (2016) caracterizou a diversidade genética de seis populagdes de L. pinaster, cinco da
regido de Campos das Vertentes e uma da regido Metropolitana de Belo Horizonte (Pogco Bonito,
Serra do Sofa, Serra da Arnica, Serra do Salto, Serra Branca, Areia Branca e Ouro Branco),
reportando que a populacéo de Ouro Branco, mais distante das demais (cerca de 150 Km), apresentava
07 alelos privados. A heterozigosidade esperada (He) das populagdes variou entre 0,484 e 0,647. A
heterozigosidade observada (Ho) oscilou entre 0,352 e 0,551. A heterozigosidade média observada
(Ho) foi menor que a esperada (He), novamente indicando endogamia populacional. Segundo o autor,
as populacdes ndo se mostraram afetadas antropogenicamente de uma mesma forma. Nas populacfes
de Serra da Arnica, Serra Branca e Poco Bonito, nenhum dos locos observados se apresentou no

equilibrio de Hardy-Weinberg.

O alto valor médio do coeficiente de endogamia total (Fit= 0,76435) indica que ha grande
numero de locos em homozigose nas populacdes de L.pinaster, tanto pela média do coeficiente de
endogamia intrapopulacional, que é significativamente maior que 0  (Fis=0,1632), mas
principalmente pelo alto valor médio do coeficiente de endogamia devido a subdivisdo das
populagées (Fst=0,7203). Estes indices foram congruentes com os encontrados em estudos genéticos
de populacGes naturais de L.pinaster utilizando marcadores moleculares microssatélites (HABER,
2008; VIEIRA, 2014; SILVA et al., 2016). Em relagéo ao sistema reprodutivo, a taxa de cruzamento
aparente (Ta= 0,7279) aponta que para a espécie é misto, como registrado anteriormente por Silva

(2016) em estudo com marcadores microssatélites.
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Quanto a subdivisdo, as populagdes de uma mesma regido apresentaram menor diferenciacdo
genética com valores menores de Fst par-a-par (Figura 8). Em funcéo de seus valores, o dendrograma
gerado traz as populacbes agrupadas em trés clados, ndo ocorrendo mistura entre populacdes de

diferentes regides.
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Figura 8- Heatmap e dendograma em funcéo dos valores de Fst par-a-par entre as populacdes de
L.pinaster. Regido Norte= GM, DIMa e OD; Regido Metropolitana de Belo Horizonte = NLSC,
CTRA e SM e Campos das Vertentes = AB, SA e SS.

O maior valor de Fst par-a-par encontrado (0,869) foi entre GM (regido norte) e AB (Campo das
Vertentes), revelando maior diferenciacdo genética entre essas populagdes, enquanto o menor valor
(0,08) foi entre SM e NLSC, ambas da regido metropolitana de Belo Horizonte. Valores de Fst>0,20
sdo considerados altos, sendo que acima de Fst>0,5 podem indicar que os individuos pertencem a

unidades evolutivas distintas no caso de popula¢fes panmiticas.
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Em relagdo a estruturacéo genética das populac@es, a analise de componentes principais resultou

em um agrupamento das populagdes em fungéo da regido, formando trés grupos (Figura 9).

34.40%

7
//
/ 34.49%

Figura 9— Analise de componentes principais a partir dos SNPs encontrados entre as nove populagdes
de L.pinaster. Regido Norte= GM, DIMa e OD; Regido Metropolitana de Belo Horizonte = NLSC,
CTRA e SM e Campos das Vertentes = AB, SA e SS.

As CPs 1 e 2 comportaram 68,89% da variacdo dos dados e em funcao das variaveis genéticas

(SNPs) e as populagdes se agruparam em vetores ficando agrupadas por regiao.

A analise discriminante de componentes principais (ADCP) maximiza as diferencas comportando
as amostras em classes distintas. Novamente a distribuicao das popula¢des se deu em funcéo da regido
(Figura 10). Dado o gradiente nos valores de Fsr par-a-par e os resultados da ACP e da ADCP

percebe-se que as populacdes se apresentam mais similares dentro de uma mesma regiao.
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Figura 10 — Analise discriminante de componentes principais a partir dos SNPs encontrados entre as
nove populagdes de L.pinaster. Regido Norte= GM, DIMa e OD; Regido Metropolitana de Belo
Horizonte = NLSC, CTRA e SM e Campos das Vertentes= AB, SA e SS.

A analise bayesiana (Figura 11) resultou na formacao de seis grupos entre as populacdes), que
nédo exibiram um padrédo de agrupamento por regido: as do norte formaram dois grupos (um para GM
e OD e outro para DIMa); as da regido metropolitana de Belo Horizonte ndo se agruparam, se
mostrando diferentes entre si; enquanto as populacdes de Campos das Vertentes (Sul) formaram um

anico grupo.

&
& F &

v ~ A ) D » © o b

| ] i v W VI

Figura 11 — Atribuicdo Bayesiana de 127 individuos de L.pinaster em clusters genéticos via
STRUCTURE. NUmeros romanos correspondem aos clusters formados pelas populagdes. Regido
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Norte = GM, OD e DIMa; Regido Metropolitana de Belo Horizonte = CTRA, NLSC e SM; Campos
das Vertentes = AB, SA e SS.

Observa-se que h& pouco compartilhamento de alelos de SNPs entre as populacdes de
diferentes regides, ocorrendo minimo compartilhamento entre as populag@es pertencentes a regiao

metropolitana de Belo Horizonte entre si e a populagdo GM (regido norte).

O agrupamento isolado das populacdes de Campos das Vertentes (CV) corrobora com os
dados encontrados por Haber (2008) e Silva (2016) através de marcadores microssatélites. Haber
encontrou o compartilnamento de alelos para trés populacdes de CV e Silva, por sua vez, avaliou a
estruturacdo de 5 populagdes da mesma regido e uma da regido metropolitana de Belo Horizonte e
registrou a formacdo de dois pools génicos, sem haver mistura entre as populacdes das diferentes

regides.

As populacdes de Campos das Vertentes se encontram em area de relevo mais ameno e com
as menores distancias médias entre as populagdes (25,9km), o que pode ter contribuido para a
formacéo de um dnico grupo. O agrupamento evidencia maior fluxo génico entre as populacoes e
pode ter contribuido para seu menor numero médio de alelos privados quando comparado as demais
regides (Ap=2,12). A regido metropolitana de Belo Horizonte, que ndo exibiu agrupamento entre suas
populacgdes, apresentou maior numero médio de alelos privados (Ap=5,96), 0 que evidencia menor

fluxo génico entre elas e com as demais.

A estrutura geogréafica de habitats afeta a frequéncia alélica no espacgo e consequentemente as
proporcdes de diferentes gendtipos nas populac@es locais, o que leva ao efeito Wahlund, definido
como excesso de homozigotos ou déficit de heterozigotos em uma vasta amostragem de individuos
em populagdes estruturadas e que pode levar a subestruturacdo de populacdes e desiquilibrio de
ligacdo entre os locos (GARNIER-GERE, CHIKHI; 2013). As populacdes da regido metropolitana
de Belo Horizonte se encontram em area mais acidentada, com grandes formacdes de altitudes em
seus locais de coleta (de 1366m a 1497m). Além disso, a regido é muito populosa e as areas de
vegetacdo nativa sofrem pressdo antropica tanto para habitacdo quanto para exploracdo de recursos
naturais, como 0s minérios. A acdo mineradora é bem intensa na regido, o que levou a alteracdo da
paisagem, causando impactos ambientais, entre eles o desmatamento. A fragmentacdo de &reas de

vegetacdo em decorréncia da agdo humana ou de processos geologicos causa diminuigdo da &rea de
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habitat de populages, favorecendo sua subdivisdo em populagdes menores, o que pode levar a uma
perda direcional da diversidade genética, deriva genética e diminuigdo ou auséncia de fluxo génico,
gerando maior diferenciacdo entre as mesmas, reducdo do tamanho populacional e aumento da
endogamia. Em situagdes como essa, as populacdes vegetais podem apresentar perda de fitness e
viabilidade (LU et al., 2019).

A anélise de isolamento por distancia via teste de Mantel (Figura 12) revelou correlacdo
positiva entre a distancia geografica e a distancia genética (r=0,7063; p=0,0055), demonstrando que

hé a estruturacdo genética em funcdo da distancia.
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Figura 12 — Analise de isolamento por distancia via teste de Mantel entre as populacdes de L.

pinaster.

Além do relevo a auséncia de polinizadores nas regides pode influenciar o fluxo génico.
Campos (2014) realizou o levantamento dos polinizadores em populagdes nativas de L. pinaster na
regido de Carrancas e Itumirim e registrou a atividade polinizadora de abelhas Bombus morio
(Swederus) e Xylocopa frontalis (Olivier), além de mais dez insetos com comportamento
potencialmente polinizador. Os locais de amostragem de Campos sdo da regido de Campos das
Vertentes, de onde sdo oriundas as populacdes SS, SA e AB, onde o compartilhamento de SNPs gerou
um Unico agrupamento para a regido na analise STRUCTURE. Estudos futuros de levantamento de
polinizadores nas demais regides estudadas podem auxiliar na compreensao da dinamica de fluxo

génico entre suas populagdes.
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A destruicdo de ambientes naturais e 0 aumento do uso de terras aceleraram em 500 vezes o
desaparecimento mundial de espécies vegetais, comparando-se a taxa de extingdo em condicGes
ambientais isoladas, sendo as areas de grande biodiversidade e populacdo em crescimento como o
Brasil, Madagascar, india e Africa do Sul as regiées com maior risco de extingdo de espécies. A
fragmentacdo, degradacdo e perda de habitats sdo os principais fatores da extin¢do e neste cenario,
muitas espécies sobrevivem em densidade populacional muito baixa, sendo consideradas
ecologicamente ou funcionalmente extintas (LEFORD, 2019; VALIENTE-BANUET et al., 2015).
Em época de rapida perda de habitat e mudancas climaticas, estudos de diversidade genética sdo de
extrema importancia para caracterizacdo das populacgdes para fins conservacionistas, assim como para
auxiliar na compreensdo das forcas ambientais responsaveis pela modulacao da diversidade genética.
Informacdes sobre niveis e distribuicdo da variacdo genética ndo estdo disponiveis para especies raras
ou ameacadas e essa deficiéncia dificulta o estabelecimento de planos efetivos para conservagédo e
selecdo de estratégias de manejo para proteger e manter suas populacbes ou incrementar sua
diversidade genética (SZCZECINSKA et al., 2016), como no caso de L. pinaster.

A compreensdo e caracterizacao acurada de recursos genéticos, assim como a utilizacao destes
em estudos de melhoramento da espécie, sdo limitadas em funcdo da abundéncia de recurso
disponivel. Uma selecéo eficiente dos recursos genéticos pode ser alcangada utilizando o conceito de
colecdo core, que promove 0 uso de grupos de gendtipos para representar toda uma colecdo com o
minimo de repetitividade (BASAK et al., 2019). Nesse sentido, considerando os resultados quimicos
e genéticos, as populacdes do presente estudo despontam como interessantes fontes de recursos
geneticos para futuros estudos de selecdo de fendtipos e pré-melhoramento da espécie, dadas as

variacdes encontradas entre si e entre regides.

3.7.2. Diversidade da composi¢do quimica dos 6leos essenciais versus
diversidade genética das populacdes de Lychnophora pinaster Mart. das

diferentes regides

Ao confrontarmos os resultados dos estudos quimicos e genéticos das populacdes das
diferentes regibes do estado de Minas Gerais, encontramos uma convergéncia entre os resultados. Os
estudos quimicos prévios dos 6leos essenciais das populacdes de L. pinaster da regido de Campos
das Vertentes (ao sul de Minas Gerais) registraram a predominancia de compostos da classe dos

fenilpropandides e o (E)-cinamato de metila como substancia majoritaria, o que ndo foi observado
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nas demais regides aqui estudadas. Da mesma forma, suas popula¢Ges se agruparam estreitamente
nas analises genéticas em funcdo dos SNPs encontrados neste estudo, formando um Unico grupo e
ndo apresentando compartilhamento de SNPs com as demais regides. A divergéncia quimica em
relacdo as demais populagdes pode se dever, dentre outros fatores, as diferencas genéticas detectadas
neste estudo.

Similarmente, os resultados da composicdo quimica dos 6leos essenciais e genéticos das
populacdes da regido metropolitana de Belo Horizonte demonstram a dissimilaridade entre as
mesmas, pois ndo ocorreram agrupamentos entre as populacdes em ambos os estudos, demonstrando
alto grau de diversidade genética e entre seus Oleos essenciais na regido. Ocorreu minimo

compartilhamento de SNPs entre as populacdes desta regido e a populagdo GM, da regido norte.

As populacgdes da regido norte sofreram diferentes agrupamentos em funcao dos estudos. GM
e OD agruparam-se em fungdo dos SNPs encontrados nas analises genéticas, enquanto as analises
dos 0Oleos essenciais resultaram no agrupamento de DIMa e OD com NLSC, da regido metropolitana

de Belo Horizonte.

Os SNPs aqui levantados serao utilizados em esfor¢os futuros na busca de func@es bioldgicas
ja descritas em bancos de sequéncias genéticas (Blast2go), o que contribuira no aprofundamento da
analise genética das populacOes e na caracterizacdo do compartilhamento das sequéncias genéticas

com funcdo biologica ja descrita.

Estudos futuros sdo necessarios para elucidar a relacdo entre as diversas sequéncias levantadas
via marcador molecular SNP neste estudo e a diversidade quimica encontrada para os 6leos essenciais
das populacdes das diferentes regides. Os resultados aqui encontrados demonstram que a espécie
apresenta potencial para futuro melhoramento vegetal visando a producéo de dleos essenciais com
diferentes quimiotipos para fins terapéuticos. Em relacdo a diversidade genética, se faz necessario o
estabelecimento de um banco de recursos genéticos da L. pinaster, dados seu endemismo, pressao
antropica de desmatamento e de extrativismo sofrida em decorréncia ao seu uso popular medicinal e
ao déficit de heterozigotos nas populagdes, o que pode levar a perda de fitness, colaborando para o

declinio populacional e ameaca a sobrevivéncia da espécie.

63



4. CONCLUSOES

A composicdo quimica e rendimento dos 6leos essenciais de populacdes de L. pinaster Mart. de
ocorréncia nas regides norte e metropolitana de Belo Horizonte, apresentaram divergéncias,

intrapopulacional e enterpopulacional.

Os resultados deste estudo, em conjunto com os de estudos prévios descritos na literatura,
sugerem a ocorréncia de diferentes quimiotipos para o dleo essencial de populacGes de L. pinaster.As
diferengas quimicas entre os perfis dos 6leos essenciais das populacdes revelam que ndo ocorreu

padrédo de fenotipo quimico em funcéo da regido de origem

Os solos dos locais de coleta exibiram diferencas quimicas e fisicas entre si. Na analise conjunta
das caracteristicas dos solos e da composicdo dos Oleos essenciais, determinados nutrientes e
substancias dos 6leos essenciais se mostraram concomitantemente significativos na diferenciacéo das

populacgdes.

As populagoes exibiram diferentes niveis de diversidade genética, porém a maioria apresentou
déficit de heterozigotos. A regido com maior diferenciacdo genética entre as populacgdes foi a regido
metropolitana de Belo Horizonte, as quais se mostraram altamente estruturadas, com minimo

compartilhamento de SNPs.

Foram encontradas diferencas genéticas em funcdo das regides e entre as de uma mesma regido,
sendo que a distancia geogréafica entre as populacdes e a endogamia contribuiram para a distancia
genética entre elas. Os dados genéticos foram ao encontro dos dados quimicos, onde os agrupamentos
resultantes das analises genéticas foram similares aos encontrados no estudo da composicao quimica

dos 6leos essenciais.
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6. APENDICES

APENDICE 1. Composicéo de macro e micronutrientes dos solos das areas de coleta das populacdes de L. pinaster, Minas Gerais, Brasil, 2017.

pHI M.O. Prsa AP H+Al K Ca Mg SB CTC V% S B Cu Fe Mn Zn

Populagéo

(CaCly) (g/dm®) (mg/dm3) ------------m-mmeemmmeeev MMOI/AM3----emmm e md/dm3---------------eeee-

SM 41 49 12 4 106 2,9 31 6 40 145 27 12 0,56 0,6 204 51,2 5,6
CTRA 6,0 49 5 0 26 1,1 60 31 91 117 78 11 0,26 0,4 74 39,3 14
NLSC 3,5 74 7 16 233 1,8 17 2 21 254 8 19 042 05 338 3,4 2,9
DIMa 4,0 16 2 9 25 0,7 6 1 7 32 22 4 021 0,3 68 0,3 0,1
oD 4,1 25 2 7 27 14 8 1 10 37 27 3 0,22 1,0 66 16,0 0,2
GM 3,8 33 1 10 32 0,9 9 1 11 43 25 4 0,23 0,2 124 0,4 0,1

Regido Metropolitana de Belo Horizonte: SM= Serra da Moeda, CTRA=Caeté/Rio Acima, NLSC = Nova Lima/Serra da Calcada.
Regido Norte: DIMa=Diamantina, OD=0lhos D’ Agua e GM= Grdo Mogol.

APENDICE 2. Analises das caracteristicas fisicas dos solos das areas de L.pinaster. Brasil, Minas Gerais, 2017.

Populacao Argila Silte Areia Total Areia Grossa  Areia Fina
SM 15,1 25,8 59,1 40,3 18,8
NLSC 33,3 26,8 39,9 34,4 55
CTRA 20,1 32,7 47,2 40,7 6,5
oD 12,2 46,1 41,7 20,6 21,1
DIMa 24,6 56,6 18,8 7,7 11
GM 7,9 16,1 76 6,5 69,5
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APENDICE 3. Scores das amostras de solos dos locais de coletas das populacdes de L.pinaster em

funcdo das caracteristicas fisicas e de macro e micronutrientes.

Populagdes F1 F2

SM 3,738 0,130
NLSC 3,507 -3,652
CTRA 1,562 4,975
oD -2,504 0,001
DIMa -3,364  -0,663
GM -2,939  -0,791

APENDICE 4. Valores dos quadrados dos cossenos das variaveis fisicas e quimicas dos solos dos

locais de coleta de L.pinaster.

Variavel F1 F2

Ph1 0,019 0,920
M.O. 0,777 0,036
Presina 0,823 0,003
Al3+ 0,003 0,888
H+Al 0,527 0,412
K 0,626 0,024
Ca 0,353 0,608
Mg 0,127 0,759
SB 0,282 0,663
CTC 0,802 0,099
V% 0,009 0,949
S 0,832 0,044
B 0,756 0,059
Cu 0,028 0,001
Fe 0,533 0,421
Mn 0,375 0,382
Zn 0,781 0,009
Argila 0,200 0,108
Silte 0,207 0,007
AT 0,019 0,008
AG 0,840 0,107
AF 0,237 0,020
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APENDICE 5. Rendimento (%) dos 6leos essenciais, por individuo, das populacdes nativas de
L.pinaster Mart. do estado de Minas Gerais, 2017.

o) Rendimento de 6leos essenciais de L.pinaster
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(A) Regido Norte: Olhos D’Agua (OD), Diamantina (DIMa) e Grdo Mogol (GM). (B) Regi&o Metropolitana de Belo
Horizonte: Caeté/Rio Acima (CTRA), Serra da Moeda (SM) e Nova Lima/Serra da Calgada (NLSC).

78



APENDICE 6. Analise de variancia dos rendimentos de 6leos essenciais entre as populacdes de

L.pinaster Mart., Minas Gerais, Brasil, 2017.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Populagdo 5 0.358138 0.071628 10.389 0.0000
Regiao 1 0.001470 0.001470 0.213 0.6453
Erro 95 0.654958 0.006894

Total corrigido 101 1.014566

APENDICE 7. Cromatograma de fons totais do 6leo essencial da populacio Olhos D’Agua (OD) de
L. pinaster, da regido norte de Minas Gerais, analisada em CG/DIC.
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APENDICE 8. Cromatograma de fons totais do 6leo essencial da populagio Diamantina (DIMa) de

L. pinaster, da regido norte de Minas Gerais, analisada em CG/DIC.
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APENDICE 9. Cromatograma de fons totais de amostra 6leo essencial da populacdo Grdo Mogol

(GM) de L. pinaster, da regido norte de Minas Gerais, analisada em CG/DIC.
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APENDICE 10. Cromatograma de fons totais de amostra de 6leo essencial da populacio Caeté/Rio
Acima (CTRA) de L. pinaster, da regido metropolitana de Belo Horinzonte, analisada em CG/DIC.
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APENDICE 11. Cromatograma de ons totais de amostra de 6leo essencial da populacdo Nova

Lima/Serra da Calgcada (NLSC) de L. pinaster, da regido metropolitana de Belo Horinzonte, analisada

em CG/DIC.
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APENDICE 12. Cromatograma de fons totais de amostra de 6leo essencial da populacio Serra da

Moeda (SM) de L. pinaster, da regido metropolitana de Belo Horinzonte, analisada em CG/DIC.
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APENDICE 13. Composicio quimica dos 6leos essenciais (%) de Lychnophora pinaster da populacdo de Olhos D’Agua (OD), Minas Gerais, Brasil,

em cromatografia gasosa unidimensional.

A oD oD oD oD oD oD oD oD oD oD oD oD oD oD
Substéncia IRc

01 04 05 07 08 09 10 1 12 13 15 16 17 18
1. limoneno 1025 1,19 382 083 508 - tr 139 044 - tr 0,87 tr - -
o linalol 1096 1,89 7,6 4,74 - 0,76 14,56 14,72 1,3 1.2 3,57 3,79 7,34 3,3 1,94
3. aldeido perilico 1267 11 tr - tr 1,26 tr 18 0,72 1,38 tr 1,17 - - -
4. a-humuleno 1447 1,45 4,43 2,52 2,7 1,06 4,24 0,96 0,86 - 8,18 1,89 4,28 1,15 1,4
5. y-amorfeno 1529 0,73 1032 093 368 099 756 - 048 083 tr 0,63 7,46 0,9 0,78
6.  Sesquiterpeno 3 1543 3,16 6,21 3,44 - 3,23 5,48 4,18 2,65 3,05 3,23 3,04 4,56 2,61 3,16
7. longicanfenilona 1558 0,65 tr tr tr tr 3,33 tr tr tr - tr 2,47 - tr
g epi-longipinanol 1567 0,53 tr tr tr 1,7 - - tr - - tr tr - tr
9. sesquiterpeno 4 1599 3,02 9,04 8,11 8,69 253 1045 345 2,38 1,87 14,29 3,3 12,04 4,25 4,15
10. Sesquiterpene 6 1636 1,35 tr 1,31 tr - 3,39 1,12 0,98 0,79 1,32 1,05 2,83 1,11 1,66
11. germacrona 1688 - 12,61 - - - 13,93 - - - - - 8,57 - -
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sweea w90 %P % 9 @ o0 o o» o o0 oo o o o
12, i 1705 4,16 20,16 513 55 1,91 2861 3,84 2,92 2,7 4,42 3,42 32,48 591 6,61
13, ni 1722 - tr - - 1,4 - - - - - - - - -
14. ni 1734 0,35 - 1,92 2,11 2,43 tr 2,37 3,44 2,82 131 - 5,54 1,52 -
15. Ni 1771 9,82 - 10,72 11,49 17,58 - 11,78 9,27 14,21 5,51 8,88 - 7,07 9,91
16. l4-acetoxi-a-humuleno 1802 52,19 tr 41,15 44,09 60,18 tr 50,58 53,75 64,92 30,74 60 tr 29,99 50,58
17. iso-longifolol acetato 1819 0,81 - 1,05 - 31 - 1,15 3,88 2,29 1,44 1,85 - 7,73 1,64

824 7419 81,85 8334 9813 9155 97,34 8307 96,06 7401 89,89 8757 6554

Total identificado

ni: ndo identificado; IRc: Indice de Retencdo calculado; tr: traco(<0,20); *substancia provavel
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APENDICE 14. Composicéo quimica dos 6leos essenciais (%) de populaces de Lychnophora pinaster localizadas entre Caeté e Rio Acima (CTRA),

Minas Gerais, Brasil, em cromatografia gasosa unidimensional.

Substancia IRc CTRA  CTRA CTRA CTRA CTRA CTRA CTRA CTRA CTRA CTRA CTRA
01 02 03 04 05 06 07 09 10 11 12
1.  o-pineno 929 13 1,0 2,0 0,7 tr 0,6 0,9 0,9 2,5 2,7 -
2. B-pineno 972 14,6 6,7 7,1 34 0,6 35 1,6 8,8 21,6 13,2 -
3 (E)-cariofileno 1412 1,4 0,7 2,5 1,0 1,0 3,9 1,7 0,7 15 2,1 0,7
4. sesquiterpeno 1 1504 154 14,0 17,9 14,2 13,5 15,3 15,1 33,7 134 9,5 231
5. sesquiterpeno 2 1507 7,4 27,0 10,5 29,6 22,1 15,8 9,6 6,9 18,6 4,1 -
6. (2)-nerolidol 1528 8,3 13,7 18,8 13,4 11,3 9,3 17,8 15,0 8,7 21,1 50
7. Oxido de cariofileno 1572 2,1 11 2,1 15 2,8 3,7 2,8 1,9 14 2,9 2,1
g, ni 1606 1,4 2,0 16 3,0 1,0 19 1,2 0,5 1,4 0,8 0,7
g9 1,7-diepi-a-cedrenal 1639 7,8 5,6 8,1 6,2 7,2 55 9,3 3,8 3,4 12,4 2,0
10, cedr-8(15)-en-10-ol 1655 1,0 15 3,8 2,4 5,2 2,5 6,1 18 1,3 18 -
11.  14-hidroxi-(Z)-cariofileno 1564 4,5 1,4 1,7 2,0 1,8 2,0 3,5 15 0,9 2,9 2,3
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Substancia IRe CTRA  CTRA CTRA CTRA CTRA CTRA CTRA CTRA CTRA  CTRA CTRA
01 02 03 04 05 06 07 09 10 11 12
12.  14-hidroxi-a-humuleno 1699 14 0,3 tr 0,6 0,6 tr 0,3 tr 0,7 0,6 tr
Total identificado 75,4 74,9 76,13 77,86 67,26 63,98 69,71 75,52 75,47 74,08 35,82
Continuacao Apéndice 14
Substancia IRe CTRA  CTRA  CTRA  CTRA  CTRA CTRA CTRA CTRA CTRA CTRA CTRA
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 24
1. o-pineno 929 1,0 2,0 0,7 tr 0,6 0,9 0,8 0,9 2,5 2,7 19
2. B-pineno 972 6,7 71 34 0,6 35 1,6 19 8,8 21,6 13,2 6,0
3. (E)-cariofileno 1412 0,7 2,5 1,0 1,0 3,9 1,7 2,3 0,7 15 2,1 2,0
4. sesquiterpeno 1 1504 14,0 17,9 14,2 13,5 15,3 15,1 11,3 33,7 13,4 9,5 17,3
5 sesquiterpeno 2 1507 27,0 10,5 29,6 22,1 15,8 9,6 23,8 6,9 18,6 4,1 23,5
6. (2)-nerolidol 1528 13,7 18,8 13,4 11,3 9,3 17,8 11,7 15,0 8,7 21,1 15,1
7. Oxido de cariofileno 1572 11 2,1 15 2,8 3,7 2,8 2,4 19 1,4 2,9 1,7
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Substancia IRC CTRA CTRA CTRA CTRA CTRA CTRA CTRA CTRA CTRA CTRA CTRA
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 24
g ni 1606 2,0 1,6 3,0 1,0 1,9 1,2 3,5 0,5 14 0,8 1,9
9. 1,7-diepi-o-cedrenal 1639 5,6 8,1 6,2 55 9,3 5,6 3,8 3,4 12,4 4,3
7,2
10. cedr-8(15)-en-10-ol 1655 15 3,8 2,4 5,2 2,5 6,1 53 1,8 1,3 1,8 1,2
11.  14-hidroxi-(Z)-cariofileno 1564 14 17 2,0 18 2,0 3,5 1,7 15 0,9 2,9 11
12, Sesquiterpeno 7 1699 0,3 tr 0,6 0,6 tr 0,3 tr tr 0,7 0,6 tr
Total identificado 72,6 71,71 74,93 80,98 79,4 67,48 70,25 74,65 68,39 79,2

ni: ndo identificado; TR: IRc: Indice de Retencdo calculado; tr: trago(<0, 10).
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APENDICE 15. Composicao quimica dos 6leos essenciais (%) de populagées de Lychnophora pinaster de Diamantina (DIMa), Minas Gerais, Brasil,

em cromatografia gasosa unidimensional.

Substancia IRc DIMa DIMa DIMa DIMa DIMa DIMa DIMa DIMa DIMa DIMa DIMa
02 07 08 09 14 15 16 17 19 20 21
1. o-pineno 931 2,13 7,52 0,43 0,95 17,10 2,40 10,78 2,41 0,43 2,82 0,90
2. P-pineno 974 0,83 2,38 0,22 - 5,48 1,00 3,60 1,04 - 0,91 0,22
3. Mirceno 988 tr 0,52 0,19 ) ) ) tr - tr tr -
4. limoneno 1026 0,13 tr tr ) 2,00 0,35 0,67 tr - 0,21 0,34
5 1,8-cineol 1028 0,11 tr tr ) 0,59 - 0,65 ) ) 0,16 -
. linalol 1097 0,19 0,52 2,02 i 0,71 0,82 2,76 0,84 0,44 0,17 0,35
7. nonanal 1101 i ) 0,17 ) - tr tr i i 1,46 tr
g (E)-pinocarveol 1135 0,57 1,80 0,17 B 6,54 3,00 3,29 2,79 0,91 1,26 0,27
9. terpinen-4-ol 1173 0,56 0,76 0,12 i 3,08 1,86 1,87 1,95 0,61 0,53 0,25
10. Mirtenol 1192 0,14 tr 0,13 ) 0,67 0,35 tr tr tr 0,28 0,17
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Substancia IRc DIMa DIMa DIMa DIMa DIMa DIMa DIMa DIMa DIMa DIMa DIMa
02 07 08 09 14 15 16 17 19 20 21
11. a-humuleno 1448 0,63 4,83 1,26 1,52 2,08 3,95 1,54 4,11 1,43 2,88 1,52
12, sesquiterpeno 1 1506 0,72 1,80 1,56 0,71 2,24 1,66 2,58 1,79 1,48 1,82 1,84
13, Ni 1530 0,43 1,17 0,91 0,50 1,36 0,64 1,95 0,69 1,10 1,15 0,98
14. sesquiterpeno 3 1545 1,19 2,96 2,67 1,51 2,77 1,34 521 1,35 3,70 2,57 2,30
15. sesquiterpeno 4 1595 1,74 10,55 2,99 2,93 8,03 7,05 5,37 7,59 4,23 3,02 5,20
16. Sesquiterpeno 5 1601 tr tr 0,41 0,32 1,40 0,48 0,41 tr tr 0,49 0,21
17. i 1620 tr 1,57 0,49 0,34 tr tr 111 tr tr tr 0,16
18. epi-a-cadinol 1623 tr tr 0,22 0,42 0,67 tr 0,43 tr tr 0,25 tr
19. sesquiterpeno 6 1633 0,12 1,35 0,82 0,50 0,45 0,46 0,89 0,51 0,93 0,64 0,69
20. Ni 1637 011 tr 0,34 - - 0,39 0,85 - 0,27 0,23 0,42
21. ni 1642 tr 1,76 tr - - - 1,03 - - 0,25 -
22 14-hidroxi-9-epi-E-cariofileno 1670 tr tr tr - 11,00 tr 0,74 i i i tr
23 Ni 1676 i ) ) ) ) 3,68 - 3,70 i i i
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A DIMa DIMa DIMa DIMa DIMa DIMa DIMa DIMa DIMa DIMa DIMa
Substancia IRC o2 07 08 09 14 15 16 17 19 20 21
24. germacrona 1688 1,79 9,82 6,24 5,90 21,26 6,44 8,19 7,35 8,25 5,04 11,74
25,  14-hidroxi-a-humuleno 1695 5,92 33,14 7,26 17,29 tr 13,69 10,72 13,75 9,05 7,44 14,61
o5, _i-hidroxi-4,5-dehidro- 1702 019 059 283 tr tr tr 0,70 tr 034 106 096
- cariofileno
27 Ni 1606 1,31 5,03 0,25 1,23 tr 0,76 2,23 0,82 5,26 3,26 0,79
2g. benzoato de benzila 1724 131 0,76 0,92 2,63 - 2,82 tr 2,53 3,85 5,19 2,44
29 l4-acetoxi-o-humuleno 1800 42,32 - 37,48 31,88 0,93 22,59 2,23 20,61 25,98 15,60 26,18
Total identificado 63,98 89,4 72,18 70,08 88,36 76,81 77,74 75,64 69,23 62,26 75,06
ni: ndo identificado; IRc: Indice de Retencio calculado; tr: traco(<0,10).
Continuacao Apéndice 15
Substancia IRC DIMa DIMa DIMa DIMa DIMa DIMa DIMa
22 23 24 25 03 26 27
1. oa-pineno 931 0,23 0,38 0,70 0,36 8,61 4,86 2,13
2 B-pineno 974 0,13 . . 0,20 2,99 1,72 0,22
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3. mirceno 988 - tr tr tr tr ) )

4. limoneno 1026 tr ) ) tr tr 0,60 0,18
5. 1,8-cineol 1028 tr ) ) - 1,03 tr 0,13
6. linalol 1097 0,24 1,17 5,91 0,50 1,54 1,25 0,21
7. nonanal 1101 tr tr tr tr tr tr tr

g (E)-pinocarveol 1135 1,18 1,59 1,41 0,44 3,74 5,49 0,46
9. terpinen-4-ol 1173 0,55 1,08 0,84 0,32 0,85 2,25 0,34
10.  Mirtenol 1192 0,13 0,25 tr tr 1,37 0,69 0,10
11. a-humuleno 1448 0,67 1,62 0,67 3,35 1,47 0,47 1,68
12.  sesquiterpeno 1 1506 2,92 1,53 1,38 1,03 2,45 2,42 1,27
13, hi 1530 1,19 - 1,40 1,18 1,89 1,47 1,08
14. sesquiterpeno 3 1545 2,29 2,23 3,76 3,56 3,97 2,95 2.48
15.  sesquiterpeno 4 1595 3,29 5,14 2,96 5,35 7,01 2,68 0,39
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Substanca A
16. sesquiterpeno 5 1601 0,64 0,48 0,51 0,32 1,16 tr 0,25
17. ni 1620 0,49 0,77 tr 0,82 tr tr tr
18. epi-o-cadinol 1623 0,47 0,54 tr 0,46 0,68 tr 0,19
19.  sesquiterpeno 6 1633 0,50 0,51 0,70 1,44 1,27 0,56 1,26
20. N 1637 0,50 0,44 tr 0,46 tr tr 0,31
21 i 1642 tr 0,23 tr tr 1,75 tr 0,10
22 14-hidroxi-9-epi-e-cariofileno 1670 ) ) ) ) ) - tr
23 Ni 1676 tr l } tr tr - -
24,  germacronaa 1688 7,06 7,40 6,63 11,17 14,98 5,10 9,67
o5 14-hidroxi-a-humuleno 1695 12,08 8,62 6,00 31,75 30,10 5,49 13,99
26.  14-hidroxi-4,5-dehidro-cariofileno 1702 0,58 0,52 0,73 0,20 tr 0,61 0,14
27 ni 1606 1,38 1,54 0,76 0,95 1,58 1,94 0,70
28 benzoato de benzila 1724 1,70 2,25 2,81 2,40 tr 3,97 2,17

92



. DIMa DIMa DIMa DIMa DIMa DIMa DIMa

Substancia IRc 22 23 24 25 03 26 27
29.  l4-acetoxi-o-humuleno 1800 41,33 31,10 24,49 11,00 4,88 25,17 15,92
Total identificado 81,5 71,1 64,77 79,08 94,86 73,27 55,06

ni: ndo identificado; IRc: Indice de Retencéo calculado; tr: trago(<0,10).
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APENDICE 16. Composicdo quimica dos 6leos essenciais (%) de populaces de Lychnophora pinaster localizada entre Nova Lima e Serra da Calcada

(NLSC), Minas Gerais, Brasil, em cromatografia gasosa unidimensional.

NLSC NLSC NLSC NLSC NLSC NLSC NLSC NLSC NLSC NLSC NLSC
Substancia IRLc 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11

1 a-pineno 929 tr - tr 0,2 0,2 - - 0,3 tr tr 0,5
2 B-pineno 972 0,4 tr tr 0,3 2,0 - - 2,8 2,4 0,5 34
3 limoneno 1024 tr tr tr 0,9 0,5 - - 0,4 tr 0,2 tr
4 n-nonanal 1099 0,9 0,3 1,4 0,3 0,3 tr 0,2 0,7 1,2 tr 0.99
5 (E)-pinocarveol 1133 tr tr tr tr 0,4 - - 1,1 0,6 tr 0,5
6. (E)-B-terpineol 1172 tr 0,6 tr 0,5 tr tr 0,3 0,5 tr 0,2 tr
7 mirtenol 1191 0,4 tr tr tr 0,3 - - 0,9 0,5 tr tr
g i 1243 2,2 0,5 1,0 11 0,3 1,0 0,4 0,9 1,1 0,8 0,6
9 acetato de geranila 1377 1,5 1,1 1,1 0,3 0,3 1,7 0,6 0,7 1,0 0,8 0,8
10. a-humuleno 1447 2,2 1,8 4,6 0,3 2,5 1,6 1,8 3,7 1,8 1,8 1,5
11 tridecanal 1502 1,6 1,4 3,0 0,8 1,6 2,0 1,7 15 1,3 0,8 15
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NLSC NLSC NLSC NLSC NLSC NLSC NLSC NLSC NLSC NLSC NLSC

Substancia IRLc 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11
12. sesquiterpeno 1 1505 0,7 tr 0,6 0,2 0,2 tr 0,3 tr tr tr 0,3
13, sesquiterpeno 3 1543 1,0 1,8 2,2 0,9 14 tr 0,8 0,8 1,0 1,1 2,0
14. sesquiterpeno 4 1599 53 6,3 7,4 3,6 55 4,3 4,6 7,3 3,7 3,9 34
15 germacrona 1688 4,8 3,2 3,6 2,4 5,2 4,2 3,1 3,0 2,8 2,7 3,2
16. 14-hidroxi-o-humuleno 1701 4,6 1,6 3,2 5,0 49 2,2 2,3 2,2 2,7 3,6 1,7
17, i 1722 2,8 0,9 0,7 0,6 0,3 0,9 2,6 0,9 tr tr 0,7
18, 14-acetoxi-o-humuleno 1803 49,3 67,2 42,9 70,6 62,1 68,9 64,9 55,1 61,8 68,3 68,1
Total identificado 77,63 86,6 71,61 87,74 87,87 86,88 83,56 82,8 81,89 84,64 88,05

ni: ndo identificado; TR: IRc: Indice de Retenco calculado; tr: trago(<0,10).

Continuacao Apéndice 16
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Substancia IRc NLSC NLSC NLSC NLSC NLSC NLSC NLSC NLSC NLSC NLSC NLSC
12 14 15 16 17 20 21 22 23 24 25
1. o-pineno 929 tr 11 - tr - - 0,3 tr 2,4 tr tr
2. P-pineno 972 3,1 - tr 1,0 - - 1,3 0,9 16,4 0,4 0,8
3. limoneno 1024 tr 0,7 tr 0,8 - - 1,1 0,7 2,0 tr tr
4. n-nonanal 1099 tr tr 1,4 0,7 - 2,2 0,6 tr 0,5 0,2 tr
5. (2)-pinocarveol 1133 tr 0,9 tr tr tr tr tr tr 2,2 - 0,3
6. (2)-p-terpineol 1172 tr tr tr 0,7 - tr 1,0 0,4 1,1 0,5 0,3
7. mirtenol 1191 tr 1,2 tr tr - tr tr - 1,5 - 0,4
g ni 1243 08 tr tr 2,3 tr 1,6 1,0 1,0 2,3 0,6 1,3
9. acetato de geranila 1377 0,7 tr 15 2,2 tr 31 0,5 1,4 0,8 0,2 1,0
10. o-humuleno 1447 2,6 2,7 13,3 2,4 0,9 1,9 1,9 2,3 2,4 4,8 1,5
11. tridecanal 1502 1,0 37,4 15 1,5 4,5 2,3 0,8 1,1 1,4 0,8 6,7
12. sesquiterpeno 1 1505 tr 0,8 tr 0,3 tr tr 0,2 tr tr 0,2 0,5
13. sesquiterpeno 3 1543 1,0 0,8 1,4 0,9 0,7 1,1 0,6 0,8 2,2 0,6 1,6
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NLSC

NLSC

NLSC

Substancia ReTL w1 e e w a e Tm N N
14. sesquiterpeno 4 1599 3,3 2,1 12,9 6,0 4,1 5,3 4,5 4,8 5,0 9,3 5,8
15. germacrona 1688 29 tr 2,6 3,6 2,8 3,3 2,7 3,3 4,8 6,0 5,4
16, omaroxi-e- 1701 19 tr tr 40 19 2,7 3.9 4,4 34 9,0 47
17, ni 1722t tr 15 11 16 2,0 13 11 48 tr 23
g, [ aceloxi-o- 1803 69,2 tr 43,7 54,1 72,5 51,8 63,5 69,6 35,1 55,3 45,2

Total identificado 8647 5753 798 8131 8895 77,23 8518 9169 8823 87,79 77,69

ni: ndo identificado; IRc: Indice de Retencio calculado; tr: traco(<0,10).
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APENDICE 17. Composicdo quimica dos 6leos essenciais (%) de populacdes de Lychnophora pinaster da Serra da Moeda, Minas Gerais, Brasil, em

cromatografia gasosa unidimensional.

Substancia IRC SM SM SM SM SM SM SM SM SM SM SM SM SM SM SM SM SM

01 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 16 22 24 25

1 a-tujeno 923 - - - - 0,26 tr - 0,38 0,57 tr 045 055 0,67 - 1,16 tr 0,56

2 a-pineno 930 1,06 0,26 - - 069 065 0,28 - 1,23 036 1,09 114 144 035 19 045 1,75
etil 3-metil

3 958 - - 0,21 - 0,32 tr - - 0,17 tr 1,09 - - 049 0,21 tr 0,36
* pentanoato

4 sabineno 969 0,37 0,29 - - 058 066 025 025 117 0,37 1,33 1,1 1,13 0,23 2 0,48 1,7

5 B-pineno 973 6,49 0,32 - 0,23 081 089 0,79 1,3 153 0,52 tr 1,65 1,69 0,5 205 0,66 2,89

6 o-cimeno 1020 0,71 0,38 093 051 146 205 0,67 0,48 2 0,86 291 234 252 094 325 147 455

7 limoneno 933 0,79 - - 0,27 0,74 0,7 021 032 1,2 - 0,87 059 088 0,52 - tr 1,24

8 terpineno 1054 0,34 - - 0,22 0,5 tr - - 1,11 - tr 0,7 1,11 025 0,72 036 1,71

9 terpinoleno 1084 - - - - - tr - - 0,36 - 0,74 028 039 0,13 - 0,46 0,69

10 linalol 1096 0,43 0,23 051 086 0,27 tr 0,31 0,22 0,18 - tr 041 055 032 067 043 1,37
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Substancia IRC SM SM SM SM SM SM SM SM SM SM SM SM SM SM SM SM SM

01 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 16 22 24 25

11 lebaicona 1117 - - - - - tr - - 0,3 - tr 0,28 0,34 - 0,35 tr 0,61
12 (D-pinocarveol 1134 0,91 - - - 0,32 0,86 - 0,22 057 - 0,57 06 07 023 0,63 tr 1,44
13. terpinen-4-ol 1173 1,63 1,83 125 188 224 431 091 11 402 1,72 366 39 534 1,19 5 2,22 9,27
14, a-terpineol 1185 0,24 - - - - tr - - 0,21 - tr 0,2 0,26 - 0,32 tr 0,41
15, Mirtenal 1191 14 - - - - tr - - - - tr 0,28 - - 0,38 tr 0,55
16, -cipereno 1394 19 1,75 198 269 309 499 415 29 108 698 252 206 077 115 149 05 422
17 (E)-cariofileno 1413 048 034 043 07 08 04 118 049 033 118 092 133 133 032 08 079 123
18, i 1443 1,17 2,11 36 148 206 179 255 195 193 211 244 201 201 258 193 346 213
19, i 1448 024 045 154 025 0,46 tr 076 035 044 045 066 053 0,48 1 052 13 0,61
o0 N 1488 0,73 1,19 33 089 1,26 1 1,94 1,03 114 23 14 28 131 207 141 276 1,37
o1 Sesquiterpeno 1 1506 16,59 351 5553 21,33 3543 3256 4242 31,01 29,19 40,06 4091 2958 28,71 44,87 27,49 56,47 30,41

22 isodauceno 1508 - - - - - - - - - - tr - - - - tr -
o3 N 1529 185 317 529 89 3,13 322 389 292 259 10 829 711 272 36 7,12 62 266
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Substancia IRC SM SM SM SM SM SM SM SM SM SM SM SM SM SM SM SM SM

01 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 16 22 24 25

o4 ni 1574 1,21 0,87 - 1,22 0,9 128 115 08 071 132 153 097 134 044 1,72 054 0,81
o5 B-coapen-4-a-ol 1595 0,57 0,35 054 058 074 293 024 044 035 2,03 tr 0,26 - - 0,11 tr 0,55
2. ni 1641 8,6 2,91 251 3,79 589 10,37 293 4.4 452 413 1267 2,32 503 238 511 469 291

14-hidroxi-9-epi-E-
27 o 1675 3,12 0,74 162 1,64 2,2 852 123 294 187 287 084 168 105 263 423 1,07 3,32
-+ cariofileno

28, ni 1713 0,64 0,3 099 1076 078 325 067 094 093 0,66 tr 0,78 - 1,04 - 0,52 1,52
30 sesquiterpeno 7 1777 10,73 12,28 1,3 1068 904 764 6,06 11,73 10,15 11,34 12,67 10,58 9.4 8,07 - 405 242
Total identificado 62,43 64,87 8153 5888 74,02 88,07 7259 66,28 6985 89,26 9756 76,11 71,32 753 70,77 88,88 83,97

ni: ndo identificado; IRc: Indice de Retenco calculado; tr: trago(<0,10).
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cromatografia gasosa unidimensional.

APENDICE 18. Composicéo quimica dos 6leos essenciais (%) de populacdes de Lychnophora pinaster da Grdo Mogol, Minas Gerais, Brasil, em

Substancia IRLc GM GM GM GM GM GM GM GM GM GM GM GM GM GM GM GM GM
03 04 06 08 10 11 14 15 16 17 18 19 20 21 22 24 25

1.  a-pineno 38,25 7,45 22,53 34 1221 16,95 485 16,11 17,57 19,05 12,79 9,04 tr 13561 2,34 8,74 6,84
2. B-pineno 1345 3,17 12,43 1,74 5,22 55 2,09 6,27 7,2 7,87 4,48 3,75 tr 5,52 1,12 3,64 2,43
3. linalol 1,14 1 4,67 2,56 1,86 2,39 2,11 4,47 4,14 2,8 0,91 4,55 5,59 4,53 1,61 3,65 11,59
4. n-nonanal 0,28 tr tr 0,68 tr tr tr 0,52 tr tr tr tr tr tr tr 1,08 0,95
5. E-pinocarveol 7 367 805 088 745 406 425 363 469 342 298 587 2286 699 123 327 391
6.  terpinen-4-ol 362 271 508 09 558 2,76 295 2,78 3,24 3 204 352 687 511 135 2,06 247
7. i 092 08 18 079 159 091 118 117 132 1,21 0,8 156 269 151 064 1,13 0,82
8. mirtenal 1,42 tr 2,23 tr 1,67 081 098 0,79 tr tr 08 1,09 561 1,28 tr 0,7 0,85
9.  n-decanal 0,27 1,37 tr tr tr tr 1,72 tr tr tr tr tr tr 0,68 tr 1,47 0,44
10. E-cariofileno 148 521 637 299 366 363 619 421 403 231 2,2 1,28 tr 262 517 473 2,99
11. a-humuleno 0,17 tr tr tr tr tr tr tr tr tr 0,29 tr tr tr 066 049 0,32
12. a-copaen-11-ol 0,76 1,46 1,63 1,19 2,11 2,05 2,24 0,82 1,03 tr 1,08 1,89 1,65 1,98 0,94 1,75 0,81
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espatulenol 249 557 514 291 725 492 539 3,6 263 191 406 401 6,07 642 219 4,7 5,62

E-carpacina 0,29 tr 0,94 tr 1,51 14 1,75 0,66 tr tr 1,23 1,15 1,3 1,05 tr 2,04 0,81
ni 0,53 tr 0,87 tr 1,41 1,39 1,26 tr 0,74 tr 1,06 0,94 1,18 1,52 0,64 1,21 0,6
ni 0,37 tr tr tr tr 0,87 1,18 0,89 tr tr 1,16 1,28 1,22 0,87 tr 1,2 1,68
allo-epoxido de 093 tr 164 tr 157 331 298 162 tr r 1,86 321 119 131 tr 244 137
aromadendreno

14-hidréxi-a-

humuleno 11,05 47 18,36 51,62 31,33 3588 4955 453 27,36 34,44 36 40,81 36,65 19,61 4534 38,92 4191
ni 0,16 tr tr 1,19 2,75 tr tr tr tr tr 0,21 0,74 tr 0,88 tr 1,61 1,02
ni 0,5 tr 0,87 1,96 1,63 2,02 2,25 1,02 tr tr 1,56 2 tr tr tr 2,2 tr

Total identificado

ni: ndo identificado; IRc: Indice de retencéo linear calculado; tr: trago(<0,10).
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APENDICE 19. Composi¢do quimica dos 6leos essenciais dos individuos de L. pinaster da Populacéo
Diamantina (DIMa), Minas Gerais, Brasil.

Populacdo Diamantina (DIMa)
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Q@‘@‘é‘ @@é*@@@@@@@@ Qx
M g-pineno L] B—plneno = mirceno
= [imoneno m 1,8-cineol m linalol
m Nonanal m (Z)-Pinocarveol m Terpinen-4-ol
= Mirtenol ® g-humuleno m Sesquiterpeno 1
m Sesquiterpeno 3 m Oxido de cariofileno m Sesquiterpeno 4
m Sesquiterpeno 5 = epi-a-cadinol m Sesquiterpeno 6
m 14-hidroxi-9-epi-E-cariofileno m Germacrona B 14-hidroxi-a-humuleno
m 14-hidroxi-4,5-dehidro-cariofileno mbenzoato de benzila | 14-acetoxi-a-humuleno

APENDICE 20. Composicdo quimica dos 6leos essenciais dos individuos de L. pinaster da
Populagio Olhos D’Agua (OD), Minas Gerais, Brasil.
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® [imoneno u linalol
m aldeido perilico H g-humuleno
= y-amorfeno u sesquiterpene 3
m [ongicamfenilona m epi-longipinanol
m sesquiterpeno 4 W sesquiterpeno 6
W germacrona ® 14-hidroxi-4,5-dehidro-cariofileno
® curcumenol* u esquamulosona
= Sesquiterpeno 8 m acetato de longifolol (iso)
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APENDICE 21. Composicio quimica dos 6leos essenciais dos individuos de L. pinaster da
Populacdo Grédo Mogol (GM), Minas Gerais, Brasil.

(%)
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H g-pinene ® 3-pinene = linalol

= n-nonanal m (Z)-pinocarveol = terpinen-4-ol
m mirtenal m n-decanal m (Z)-cariofileno
B g-humulene H g-copaen-11-ol m espatulenol

m allo-epdxido de aromadendreno ™ 14-hidrdxi-o-humuleno

APENDICE 22. Composi¢do quimica dos 6leos essenciais dos individuos de L. pinaster da
Populacdo Serra da Moeda (SM), Minas Gerais, Brasil.
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sesquiterpeno 7 14-hidroxi-9-epi-E-cariofileno I B-coapen-4-a-ol
= sesquiterpeno 1 m (E)-cariofileno I g-cipereno
= g-terpineol m terpinen-4-ol = (Z)-pinocarveol
® |ebaicona | linalol = terpinoleno
| terpineno ® [imoneno m cimeno (ro)
® 3-pineno H sabineno  etil 3-metil pentanoato
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APENDICE 23. Composicio quimica dos dleos essenciais dos individuos de L. pinaster da
Populacdo Caeté/Rio Acima (CTRA), Minas Gerais, Brasil.
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B g-pineno = B—plneno m (E)-cariofileno
m sesquiterpeno 1 m sesquiterpeno 2 = (2)-nerolidol
m 6xido de cariofileno m 1,7-diepi-a-cedrenal m cedr-8(15)-en-10-ol
m 14-hidroxi-(Z)-cariofileno B 14-hidroxi-a-humuleno

APENDICE 24. Composicdo quimica dos 6leos essenciais dos individuos de L. pinaster da

Populacdo Nova Lima/Serra Calgada (NLSC), Minas Gerais, Brasil.

(%)
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14- acetoxi-a-humuleno = curcumenol ® 14-hidroxi-a-humuleno germacrona
m sesquiterpeno 4 m sesquiterpeno 3 = sesquiterpeno 1 m tridecanal
® g-humuleno = acetato de geranila H mirtenol ® (E)-B-terpineol
| (Z)-pinocarveol ® n-nonanal = limoneno B 3-pineno
B g-pineno
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APENDICE 25. Teste Unidimensional de Igualdade das Médias das Classes quimicas via Analise

Discriminante a partir das caracteristicas dos solos e dos 0Oleos essenciais das populacfes de

L.pinaster.

Variavel Lambda F DF1 DF2 p-valor
a-tujeno 0,597 14,051 5 104 <0,0001
a-pineno 0,474 23,097 5 104 <0,0001
etil 3-metil pentanoato 0,713 8,388 5 104 <0,0001
sabineno 0,447 25,703 5 104 <0,0001
B-pineno 0,679 9,845 5 104 <0,0001
mirceno 0,710 8,481 5 104 <0,0001
cimeno (ro) 0,359 37,088 5 104 <0,0001
limoneno 0,798 5,264 5 104 0,000
cineole 0,762 6,495 5 104 <0,0001
terpineno 0,604 13,629 5 104 <0,0001
terpinoleno 0,678 9,883 5 104 <0,0001
linalol 0,561 16,252 5 104 <0,0001
n-nonanal 0,600 13,851 5 104 <0,0001
nonanal 0,854 3,563 5 104 0,005
lebaicona 0,691 9,292 5 104 <0,0001
(2)-pinocarveol 0,526 18,777 5 104 <0,0001
trans-p-terpineol 0,525 18,826 5 104 <0,0001
terpinen-4-ol 0,368 35,729 5 104 <0,0001
a-terpineol 0,169 102,480 5 104 <0,0001
mirtenol 0,736 7,475 5 104 <0,0001
mirtenal 0,635 11,934 5 104 <0,0001
n-decanal 0,665 10,468 5 104 <0,0001
aldeido perilico 0,590 14,480 5 104 <0,0001
acetato de geranila 0,389 32,658 5 104 <0,0001
a-cipereno 0,319 44,466 5 104 <0,0001
(2)-cariofileno 0,218 74,690 5 104 <0,0001
(E)-cariofileno 0,262 58,588 5 104 <0,0001
a-humuleno 0,588 14,562 5 104 <0,0001
tridecanal 0,856 3,498 5 104 0,006
sesquiterpeno 1 0,127 142,638 5 104 <0,0001
sesquiterpeno 2 0,307 46,886 5 104 <0,0001
Isodauceno 0,899 2,345 5 104 0,046
(2)-nerolidol 0,165 105,281 5 104 <0,0001
gama amorfeno 0,655 10,935 5 104 <0,0001
a-copaen-11-ol 0,173 99,724 5 104 <0,0001
sesquiterpeno 3 0,216 75,633 5 104 <0,0001
longicanfenilona 0,804 5,060 5 104 0,000
epi-longipinanol 0,831 4,236 5 104 0,002
espatulenol 0,127 142,405 5 104 <0,0001
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oxido de cariofileno
[-coapen-4-a-ol
sesquiterpeno 4
sesquiterpeno 5
epi-a-cadinol
sesquiterpeno 6
1,7-diepi-a-cedrenal

allo-epdxido de aromadendreno

cedr-8(15)-en-10-ol

14-hidroxi-(Z)-cariofileno
14-hidroxi-9-epi-E-cariofileno

germacrona
14-hidroxi-a-humuleno

14-hidroxi-4,5-dehidro-cariofileno

curcumenol

benzoato de benzila
esquamulosona
sesquiterpeno 7
sesquiterpeno 8
14-acetoxi-a-humuleno

0,134
0,658
0,375
0,450
0,384
0,384
0,179
0,407
0,640
0,186
0,668
0,417
0,174
0,573
0,928
0,338
0,306
0,211
0,277
0,140

134,438
10,820
34,633
25,452
33,394
33,337
95,496
30,266
11,713
91,193
10,360
29,066
98,922
15,522

1,612
40,687
47,180
77,897
54,198

128,229

o1 o1 01 O1 O1 01 01 O1 O1 O1 01 O1 01 O1 01 O1 01 O1 01 O1

104
104
104
104
104
104
104
104
104
104
104
104
104
104
104
104
104
104
104
104

<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
< 0,0001
< 0,0001
< 0,0001
< 0,0001
< 0,0001
< 0,0001

0,163
< 0,0001
< 0,0001
< 0,0001
< 0,0001
<0,0001

APENDICE 26. Loadings das variaveis quimicas das amostras dos 6leos essenciais das populacdes

de L.pinaster.

.
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Loading 1
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Loadings: (1)terpinen-4-ol; (2)a-terpineol; (3)mirtenal; (4) espatulenol; (5) a-copaen-11-ol; (6)allo-epdxido
de aromadendreno; (7)(Z)-pinocarveol; (8) n-decanal; (9)14-hidroxi- a-humuleno; (10) linalol, (11) a-
pineno; (12)n-nonanal; (13)B-pineno; (14) isodauceno; (15) limoneno; (16)6xido de cariofileno; (17)
sesquiterpeno 2; (18) cedr-8,15-en-10-ol; (19)sesquiterpeno 1; (20) (E)-cariofileno; (21) o-cimeno; (22) 14-
hidroxi-9-epi-(E)- cariofileno; (23) sabineno; (24) a-cipereno; (25) p-copaen-4-a-ol; (26) terpineno; (27)
lebaicona; (28) terpinoleno; (29) etil-3-metil-pentanoato; (30) a-tujeno; (31)curcumenol; (32) epi-
longipinanol; (33) longicanfenilona; (34) aldeido perilico; (35) esquamulosona; (36) sesquiterpeno 8; (37)
y-amorfeno; (38)14-hidroxi-4,5-dehidro-cariofileno.; (39) sesquiterpeno 6; (40) acetato de geranila; (41)(2)-
B-terpineno; (42) benzanoato de benzila; (43) sesquiterpeno 5; (44) nonanal; (45) mirceno; (46) cineol; (47)
14-acetoxi-a-humuleno; (48) germacrona; (49)a-humuleno; (50) sesquiterpeno 3; (51) sesquiterpeno 4

APENDICE 27. Valores de loadings das variaveis para as trés primeiras componentes principais.

Substancia PC1 PC2 PC3
a-tujeno -0.16093 0.02212 -0.19181
a-pineno -0.096462  0.15714 0.12798
etil 3-metil pentanoato -0.13996  0.011358  -0.17129
sabineno -0.18678  0.020494  -0.21858
B-pineno -0.13246 0.03908 0.16632
mirceno 0.077691  0.014973 -0.029394
p-cimeno -0.19372  0.015515  -0.22678
limoneno 0.033439 -0.012821  -0.20498
1,8-cineol 0.071514  0.02211  -0.037156
terpineno -0.16491  0.024969  -0.19454
terpinoleno -0.14465  0.020238  -0.17778
linalol 0.03951 0.19631  -0.063041
nonanal 0.082071  0.012442 -0.032663
lebaicona -0.1452 0.027695  -0.17279
Z-pinocarveol -0.0021538 0.26515  0.0089246
trans-B-terpineol 0.099746  -0.019224 -0.0072999
terpinen-4-ol -0.12142 0.23514 -0.08647
a-terpineol -0.091903  0.27096  0.076957
mirtenol 0.13534  0.0086336 -0.034104
mirtenal -0.087125  0.24337  0.062338
n-decanal -0.032617  0.21828 0.11583
aldeido perilico 0.077503 -0.041099 -0.07289
acetato de geralina 0.11365 -0.023588 -0.0068167
a-cipereno -0.18433  0.008343  -0.21359
Z-cariofileno -0.040026  0.25794 0.13796
E-cariofileno -0.22271  -0.17156  0.039823
a-humuleno 0.24938  0.016991 -0.073445
tridecanal 0.11237  -0.024291 -0.0068934
sesquiterpeno 1 -0.18667 -0.16165  -0.04599
sesquiterpeno 2 -0.10578 -0.18979 0.19463
isodauceno -0.071158 0.0036955 -0.088566
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Z-nerolidol

y-amorfeno
a-copaen-11-ol
sesquiterpeno 3
longicanfenilona
epi-longipinanol
espatulenol

oxido de cariofileno
-coapen-4-a-ol
sesquiterpeno 4
sesquiterpeno 5
epi-a-cadinol
sesquiterpeno 6
allo-epdxido de aromadendreno
cedr-815-en-10-ol
14-hidroxi-Z-cariofileno
14-hidroxi-9-epi-E-cariofileno
germacrona
14-hidroxi-a-humuleno
14-hidroxi-4,5-dehidro
curcumenol

benzoato de benzila
esquamulosona
sesquiterpeno 7
sesquiterpeno 8
14-acetoxi-a-humuleno

-0.11037
0.099831
-0.040719
0.24624
0.080687
0.069152
-0.041352
-0.083027
-0.15337
0.24894
0.1098
0.10674
0.16612
-0.038808
-0.1065
-0.1095
-0.15863
0.20009
0.099051
0.15452
0.035255
0.10824
0.090863
-0.17774
0.094232
0.17571

-0.19853
-0.047272
0.26373
-0.034838
-0.034703
-0.037738
0.26735
-0.19592
0.0048343
-0.047405
0.020746
0.019029
-0.019348
0.24887
-0.19103
-0.19824
0.017322
-0.015914
0.19704
-0.040555
-0.021017
0.014282
-0.048316
0.0061002
-0.049376
-0.018782

0.20199
-0.086782
0.13849
-0.11053
-0.068469
-0.064195
0.14056
0.19356
-0.17653
-0.096133
-0.048542
-0.04627
-0.10198
0.12938
0.19698
0.20149
-0.21867
-0.054016
0.13988
-0.11129
-0.031958
-0.038476
-0.08274
-0.20778
-0.085379
-0.026976
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IV. CONSIDERACOES FINAIS

Os diferentes perfis quimicos encontrados nos 6leos essenciais das populagdes de L. pinaster
dentro e entre as regides de Minas Gerais podem resultar em diferentes efeitos bioldgicos caso seja
feito uso destes materiais como recursos medicinais. Diante disso, esforgos devem ser despendidos a
fim de avaliar os possiveis efeitos terapéuticos dos 6leos essenciais dos diferentes perfis quimicos

encontrados.

A distancia genética encontrada entre as popula¢@es pode se dever ha presenca de um processo
de especiacdo, ndo obstante a pressao antrdpica, desmatamento e ocupacao de terras de algumas das
regides estudadas, hipotese que pode ser testada em estudos posteriores. Em funcdo do déficit de
heterozigotos, endogamia, distancia genetica e diversidade quimica detectados entre as populacdes
das diferentes regides estudadas, recomenda-se a criacdo de um banco de recursos genéticos, bem
como um programa e uma politica de conservagéo da espécie para que esses recursos genéticos nao

sejam perdidos.
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