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1. RESUMO

Lychnophora ericoides e Lychnophora pinaster sdo espécies
medicinais, endémicas do Brasil utilizadas na medicina popular, como analgésico, anti-
inflamatério, no tratamento de contusdes e reumatismo. O presente estudo tratou da
caracterizacdo genética e da composi¢ao quimica dos 6leos essenciais de trés populacoes de L.
ericoides (P1 - Sao Roque de Minas e P2 e P3 - Capitdlio), e duas populagdes de L. pinaster
(P4 - Olhos D’Agua e P5 - Estrada de Diamantina), coletadas no estado de Minas Gerais. Os
6leos essenciais foram extraidos por hidrodestilacdo e a caracteriza¢ao da composi¢do quimica
realizada em cromatégrafo gasoso acoplado a espectrometro de massas. A caracterizacdo da
diversidade genética foi realizada utilizando marcador molecular microssatélite. As
substancias majoritarias dos Oleos essenciais de L. ericoides da populagdo P1 foram y-
eudesmol, a-muurolol e a-eudesmol e das populacdes P2 e P3 foram terpin-4-ol, B-atlantol e
orto-acetoxi-bisabolol. As principais substancias da espécie L. pinaster para a populacio P4
foram o 14-hidroxi-Z-cariofileno e um sesquiterpeno oxigenado e para a populacdo P5 o 14-
hidroxi-a-humuleno e 4cido-14-oico-o-humuleno. O valor médio da heterozigosidade
observada (Hy) e esperada (Hg) foi de 0,297 e 0,406 para L. ericoides e de 0,222 e 0,307 para
L. pinaster, respectivamente. A variabilidade genética foi maior dentro das populagdes para
ambas as espécies, entretanto as populacdes de L. ericoides também apresentaram alta

diversidade entre as populagdes (Fst = 0,370), enquanto que as populagdes de L. pinaster



possui baixa variabilidade entre as populagdes (Fst = 0,014). A andlise da AMOVA entre
grupo de populagdes separadas por espécie foi de 9%, sugerindo cruzamento entre as espécies.
A andlise de agrupamento evidenciou a formagdo de dois grupos, grupo 1 constituido pela
populagdo P2 (Capitdlio), L. ericoides e grupo 2 constituido pelas populacdes P1 (Sdo Roque
de Minas) e P3 (Capitodlio) de L. ericoides e P4 (Olhos D’Agua) e P5 (Estrada de Diamantina)

de L. pinaster.

Palavras-chave: arnica, Asteraceae, microssatélite, planta medicinal, estrutura genética de

populacdes.



GENETIC DIVERSITY AND CHEMICAL COMPOSITION OF ESSENTIAL OILS
OF POPULATIONS OF Lychnophora ericoides Mart. AND Lychnophora pinaster Mart.
Botucatu, 2012. 118 f. Tese (Doutorado em Agronomia/ Horticultura) — Faculdade de

Ciéncias Agrondmicas, Universidade Estadual Paulista.

Author: MARIA APARECIDA RIBEIRO VIEIRA
Adyvisor: MARCIA ORTIZ MAYO MARQUES
Co-adviser: MARIA IMACULADA ZUCCHI

2. SUMMARY

Lychnophora ericoides and Lychnophora pinaster are endemic
Brazilian medicinal species used in popular medicine as an analgesic and anti-inflammatory
for treating bruises and rheumatism. This study considered the genetic characterization and
chemical composition of the essential oils of three populations of L. ericoides (P1 - Sio Roque
de Minas and P2 and P3 — Capitélio), and two populations of L. pinaster (P4 - Olhos D’ Agua
and P5 — Estrada de Diamantina), collected in the State of Minas Gerais. The essential oils
were extracted by hydro-distillation and the characterization of the chemical composition was
performed by gas chromatography-mass spectrometry. The characterization of the genetic
diversity was made using molecular microsatellite marker. The major substances of the
essential oils from L. ericoides of P1-population were y-eudesmol, a-muurolol and a-eudesmol
and P2- and P3-population were terpinen-4-ol, B-atlantol and orto-acetoxy-bisabolol. The
main substances of the species L. pinaster of P4-population were 14-hydroxy-Z-caryophyllene
and an oxygenated sesquiterpene and of P5-population were 14-hydroxy-o-humulene and o-
humulene-14-oic acid. The average value of the heterozygosity observed (Hp) and expected
(Hg) were 0.297 and 0.406 for L. ericoides, and 0.222 and 0.307 for L. pinaster, respectively.
The genetic variability was higher within populations for both species, however populations of
L. ericoides also presented high diversity among the populations (Fsr = 0.370), while
populations of L. pinaster presented low variability among populations (Fst = 0.014). The
AMOVA analysis between groups of populations separated by species was 9%, suggesting

crossing between the species. The cluster analysis highlighted the formation of two groups:



group 1, consisting of P2-population (Capitdlio), L. ericoides; and group 2, comprising P1-
(Sao Roque de Minas) and P3-population (Capitélio) of L. ericoides and P4- (Olhos D’Agua)

and P5-population (Estrada de Diamantina) of L. pinaster.

Key words: arnica, Asteraceae, microsatellite, medicinal plant, genetic structure of

populations.



3. INTRODUCAO

A diversidade genética vegetal de uma populacdo contribui com a
adaptacdo da sua estrutura genética a possiveis mudangas, convergindo para a variacdo entre
populagdes (GRIBEL, 2001; YEEH et al.,, 1996). Quanto maior a variabilidade genética
existente na populacdo, maiores suas chances de perpetuacdo, desta maneira para o
estabelecimento de préticas conservacionistas € manejo sustentdvel de uma populacdo é
importante o conhecimento da sua diversidade genética. Dentre as caracteristicas mais
importantes para a conservacdo, destacam-se o conhecimento do fluxo génico, do sistema
reprodutivo e da diversidade entre populacdes. A estrutura genética refere-se a distribui¢do da
diversidade entre e dentro de populagdes; sua formacgdo resulta de varios fatores, como o
sistema de acasalamento, niveis de endogamia, fluxo génico, bem como a deriva genética
entre e dentro das populacdes, cujo conhecimento € importante para orientar na conservagao
das espécies (ZUCCHI et al., 2004).

Neste sentido a utilizag@o racional e o manejo sustentavel de espécies
aromadticas e medicinais, € importante o conhecimento da divergéncia genética (LANGEREIN,
1994).

Apesar do genétipo, ser o principal determinante das respostas
adaptativas das plantas, possibilitando diferencas na sintese dos metabdlitos secundérios, a
quantidade e concentragdo, podem sofrer variagdes significativas, influenciadas por fatores
ambientais, como a luminosidade (irradiacdo, qualidade luminosa e fotoperiodo), a latitude, as
condicdes e o tipo de solo, os ventos, a temperatura e a disponibilidade de dgua, ou mesmo
todos os fatores em conjunto, como é o caso da sazonalidade (CASTRO et al., 2004;
MACIEL et al., 2002; LANGEREIN, 1994).

Os oOleos essenciais sdo resultantes do metabolismo secundario das
plantas e obtidos de raiz, caule, folhas, frutos, flores e sementes (MARQUES et al., 2012).
Desempenham fun¢des importantes na adaptacdo das plantas ao meio ambiente (ALVAREZ-
CASTELLANOS et al., 2001; ARIMURA et al., 2009) e também podem ser usados como
marcadores taxondmicos contribuindo com a investigacdo de aspectos taxonOmicos e
evolutivos intraespecificos (ADAMS et al., 1993; GRAYER et al., 1999; TRIGO et al.,
2003).



O género Lychnophora, familia Asteraceae, apresenta diversos
problemas taxondmicos decorrentes, principalmente, da grande semelhanga morfolégica
provavelmente devido ao polimorfismo e sobreposi¢do de caracteres, também existe a
suposicao de ocorréncia de possiveis hibridos naturais entre suas espécies (MANSANARES,
2004). As espécies L. ericoides e L. pinaster sdo muito proximas, sendo a separagdo entre elas
complicada (SEMIR, 1991). Marcadores moleculares tém sido utilizados para solucionar
problemas taxondmicos cldssicos e evolutivos para separar botanicamente diferentes espécies
(NORRIS, 2002; KRZYWINSKI e BESANSKY, 2003; LEHR et al., 2005).

Dentro do género Lychnophora, estdo as espécies L. ericoides e L.
pinaster, produtoras de Oleos essenciais. A espécie L. ericoides (Mart.), é uma espécie
arbustiva, tipica do bioma Cerrado, popularmente conhecida como arnica e falsa-arnica.
Ocorre em Minas Gerais e Goids; cresce em depdsitos de minérios de ferro e manganés,
afloramentos rochosos, altos platds de campos rupestres e em pastagens de campo e de cerrado
(AVELINO, 2005). Popularmente € utilizada como analgésico e anti-inflamatério (BERTONI
et al., 2000). As principais substancias encontradas nos Oleos essenciais das folhas de L.
ericoides coletadas em Vian6polis-GO (denominadas pelos autores como amostras com
perfume) foram o o-bisabolol (76,4%) e o o-cadinol (23,5%), e para as populagdes coletadas
em Cristalina-GO (denominadas pelos autores como amostras sem perfume) foram o (E)-
nerolidol (47,1%) e ar-dihidro-turmerona (15,4%) (CURADO et al., 2006).

A espécie L. pinaster (Mart.), popularmente ¢ conhecida como arnica
mineira e arnica-da-serra (SEMIR, 1991). Suas folhas e flores aromaticas sido utilizadas na
medicina popular sob a forma de extrato alcodlico, como anti-inflamatério, anestésico e
cicatrizante em ferimentos (PINHEIRO, 2002; SOUZA, 2003). A substancia majoritaria dos
Oleos essenciais das folhas de L. pinaster,relatados na literatura, pertence a classe dos
fenilpropandides, o trans-cinamato de metila (HABER, 2008; REIS et al., 2010).

Deste modo, torna importante a compreensdo da diversidade genética e
a caracterizacdo da composicdo quimica dos 6leos essenciais, de populacdes de L. ericoides e
L. pinaster, visando fornecer informacdes para estudos de conservacdo das espécies,
programas futuros de melhoramento genético e também para a sua identificagdo e

diferenciacio taxonOmica.



O presente trabalho teve como objetivo avaliar populacdes de
Lychnophora ericoides e Lychnophora pinaster Mart., coletadas no estado de Minas Gerais,
sob o ponto de vista da composi¢cdo quimica dos 6leos essenciais e da diversidade genética, via
marcador molecular microssatélite, com desenho de primers especificos para L. ericoides e
transferéncia dos primers obtido para L. pinaster, visando fornecer subsidio para a

conservagao, taxonomia e uso sustentivel dessas espécies.
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7. CONSIDERA COES FINAIS

A diversidade genética foi maior dentro das populagdes, tanto de L.
ericoides, quanto para a L. pinaster, fato comum em espécies tropicais. No entanto, a
diversidade genética entre as populacdes de L. ericoides foi elevada, sendo necessario além de
amostrar um nimero maior de individuos em cada populacdo coletar varias populacdes para
assegurar a manuten¢do e conservagao da espécie.

As substancias majoritarias dos dleos essenciais das populacdes de L.
pinaster nao pertencem a classe dos fenilpropanéides, como relatado na literatura para a maior
parte dos estudos realizados com a espécie, que € relatada na literatura como a substancia
majoritaria de L. pinaster. Sugere-se uma maior investigacdo quimica de um maior nimero de

populacdes e gendmica visando a compreensao da biossintese das substancias volateis.
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8. CONCLUSAO

Os primers desenvolvidos para L. ericoides, apresentaram
transferibilidade para as populagdes de L. pinaster, sendo eficientes para a avaliagdo da
variabilidade genética das populagdes de L. ericoides e L.pinaster.

As populacdes de L. ericoides e L. pinaster apresentam maior
diversidade genética dentro das populacdes. As populagdes de L. ericoides apresentaram
maior estruturacdo genética que as populagdes de L. pinaster, sugerindo haver maior fluxo
geénico para a ultima espécie.

A baixa variabilidade entre os grupos de populacdes sugerem haver
cruzamento entre as espécies, entretanto € necessario maior investigagao.

A composi¢dao quimica dos O6leos essenciais das populagdes L.
ericoides e L. pinaster foi divergente.

As populacdes P2 e P3 de L. ericoides, coletadas em Capitolio,
apresentaram perfil quimico semelhante, sendo divergente da populagdo P1, coletada em Sao
Roque de Minas.

Observou-se diferentes substancias entre as populagdes P4 e P5 de L.
pinaster, sendo as substincias majoritarias divergente, apesar das regides onde foram

coletadas apresentarem caracteristicas semelhantes.
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