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RESUMO

A espécie Baccharis dracunculifolia pode ser utilizada na
recuperagdo de areas degradadas e antropizadas por atividades agricolas além de
proporcionar diversos beneficios a saude, todavia ndo existem bancos de germoplasma de
sementes € mudas para atender a esta demanda, o que poderd acarretar na exploracdo
inadequada da espécie como aconteceu a Baccharis trimera. Dentro desse contexto, a
finalidade deste trabalho ¢ a de fornecer subsidios para a exploragdo sustentada da espécie,
bem como, o desenvolvimento do melhoramento genético para producdo de dleo essencial
e para a formagdo de um banco de germoplasma de sementes com ampla variabilidade
genética.
Os materiais vegetais utilizados para este estudo foram divididos em dois grupos, foram
coletadas, num gradiente altitudinal, plantas de popula¢des naturais em Campos do Jordao,
Ubatuba, e Campinas. Encontrou-se 56 constituintes na composi¢cdo do dleo essencial,
extraido por hidrodestilagdo, das populacdes naturais estudadas nos anos de 2012 e 2013,
sendo, somente, oito constituintes comuns a todas as populagdes, o composto trans-
nerolidol foi a substancia majoritaria para todas as populagdes (variando de 21,6 a 40,8%),
Essas populagdes estdo bem estruturadas quimicamente sugerindo que ha a influéncia da
altitude, em especial para os compostos quimicos das populagcdes de Campos do Jordao.
No outro grupo, foi um teste de procedéncias e progé€nies instalado no
CPQBA/UNICAMP, no qual se avaliou a produtividade de 6leo essencial extraido por
destilagdo por arraste a vapor d’4gua e massa fresca de da parte aérea para as estimativas
de parametros genéticos, o rendimento variou de 0,1% a 0,3% e, ndo foram observadas

diferencas significativas entre as médias. A produtividade do 6leo essencial em



kg/1000 m?, em média, variou de 13 para a populagio de Campinas a 15 para a populacio
de Ubatuba. A caracteristica de massa fresca, em média, das progénies, foi superior para a
populagdo de Campinas (1,6 kg), seguida de Ubatuba e de Campos do Jordao (1,5 kg),
entretanto nao diferiram estatisticamente entre si. As populagdes naturais foram
genotipadas com 11 locos SSR que possibilitaram a caracterizagdo de duas estruturas

populacionais sendo Campos do Jordao, a maior altitude, a mais diversa.

Palavras-chave: Baccharis dracunculifolia, 6leo essencial, parametros genéticos, altitude.
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SUMMARY

The Baccharis dracunculifolia species can be used in the
recovery of deforested areas and disturbed by agricultural activities in addition to
providing many health benefits, but there are no germplasm collections of seeds and
seedlings to meet this demand, which may result in inadequate exploitation of the
species as it happened to Baccharis trimera. In this context, the purpose of this work is
to provide subsidies for the sustainable exploitation of the species, as well as the
development of genetic improvement for essential oil production and the formation of a
germplasm bank of seeds with wide genetic variability.

The plant materials used for this study were divided into two groups, were collected in
an altitudinal gradient, plant natural populations in Campos do Jordao, Ubatuba, and
Campinas. 56 constituents were found in the essential oil composition, extracted by
hydrodistillation, natural populations studied in the years 2012 and 2013, with only
eight constituents common to all populations, the trans-nerolidol compound was the
major substance for all populations (ranging from 21.6 to 40.8%), These populations are
well structured chemically suggesting that there is the influence of altitude, especially
for the chemical compounds of the population of Campos do Jordao. In the other group,
it was a test provenances and progenies installed in CPQBA/UNICAMP, in which it
evaluated the essential oil yield extracted by distillation by steam distillation of water
and fresh mass of shoots for the estimation of genetic parameters, the yield ranged from
0.1% to 0.3%, and no significant differences were observed between the averages. The
yield of essential oil kg/1000 m” on average, ranged from 13 to the population of
Campinas 15 for the population of Ubatuba. The characteristic of weight, on average,

the progeny was higher for the population of Campinas (1.6 kg), followed by Ubatuba



for the population of Campinas (1.6 kg), followed by Ubatuba and Campos do Jordao (1.5
kg), though not statistically different. Natural populations were genotyped with 11 SSR
loci that enabled the characterization of two population structures being Campos do

Jordao, the highest altitude, the most diverse.

Keywords: Baccharis dracunculifolia, essential oil, genetic parameters, altitude.



1. INTRODUCAO

A espécie Baccharis dracunculifolia DC. pertence a familia
Asteraceae que, segundo Heywood (1993), possui 1.100 géneros e 25.000 espécies, sendo
que as plantas podem possuir aspectos distintos, desde pequenas ervas e arbustos a arvores.
Popularmente ¢ conhecida como alecrim, alecrim-do-campo, vassourinha-do-campo,
alecrim-de-vassoura ou vassoura, trata-se de um arbusto lenhoso, de crescimento rapido,
podendo medir até 4,0 m de altura, apresenta folhas alternas, espiraladas, capitulos
numerosos com fruto-semente tipo cipsela. (FERREIRA et al., 2009). Ocorre nas Regides
Sudeste, Centro-Oeste e Sul do Brasil (NAKAJIMA et al.,, 2015). A espécie possui
potencial para ser utilizada na recuperacdo de areas degradadas, ¢ usual como planta
ornamental e principalmente na medicina caseira para combater distarbios gastricos,
cansaco fisico, inapeténcia, afec¢des febris e debilidade organica (CARNEIRO e
FERNANDES, 1996; JARVIS et al., 1991; MORS et al., 2000; SILVA JUNIOR, 1997).
Além disso, o 6leo essencial extraido das folhas de alecrim-do-campo ¢ de alto valor para a
industria de fragrancias (MOLT e TRKA, 1983) e ¢ a principal fonte botanica para
producdo de propolis verde no sudeste brasileiro (PARK et al., 2004).

Apesar da crescente procura nos mercados interno e externo por
plantas medicinais brasileiras, a matéria-prima ndo chega ao mercado com a qualidade, na
quantidade e regularidade necessdrias devido a falta de informacdes técnicas para os
extratores, manejadores, agricultores e industria. Além disso, existe aumento crescente da
demanda de sementes de B. dracunculifolia para a produgcdo de mudas destinadas a

recuperagdo de areas degradadas, alteradas e para o cultivo, dada a importancia dos seus



produtos. Contudo, ndo existe producdo de sementes de qualidade para atender esta
demanda.

Para que isto ocorra ¢ necessario primeiramente avaliar a
germinacdo das sementes, o que ¢ feito pela metodologia do teste de germinacao,
padronizada e descrita nas Regras para Andlise de Sementes-RAS (BRASIL, 2009), onde
se encontram os pardmetros do teste de germinagdo para as espécies agricolas e muitas
outras espécies de valor comercial. Todavia, a RAS nao trds as condigdes para o teste de
germinagdo de sementes de muitas espécies, como € o caso da B. dracunculifolia. Assim,
sd0 necessarios estudos que estabelecam os parametros para o teste de germinagdo que
garantam a qualidade e viabilidade das sementes visando também a formacao de banco de
germoplasma dos gendtipos selecionados.

Segundo Valois et al. (1996), um banco de germoplasma ¢ a base
fisica do conhecimento genético, que se constitui no conjunto de materiais hereditarios de
uma espécie. Como estratégia para conservagdo de espécies, os bancos de germoplasma de
sementes € em campo que constituem uma forma de conservagdo ex situ podem ser
alternativas potenciais.

Por essas razdes se faz necessario estudos que auxiliem na sele¢ao
a partir da diversidade genética de populagoes. Assim, os marcadores moleculares estao
sendo veementes empregados para a obten¢do de resultados que possuem qualidade e
repetibilidade comprovadas, fornecendo dados que possibilitam o estudo da variabilidade
genética em plantas (RAJORA e MOSSELLER, 2001).

Em particular, os microssatélites t€ém recebido muita atencdo em
estudos de biologia da conservacdo, dado que investigacdes em espécies raras sao
frequentemente limitadas pela perda de marcadores genéticos variaveis (GOLDSTEIN e
SCHLOTTERER, 1999). As vantagens do uso de marcadores de microssatélite para a
analise da variabilidade genética resume-se basicamente em: codomindncia,
especificidade e alta informatividade (estimada como conteudo de informagao
polimorfica, como diversidade genética ou como heterozigosidade esperada). Os ganhos
genéticos adicionais exigirdo, cada vez mais, um melhor conhecimento da biologia das
espécies, bem como, da resposta a selegdo ao nivel genotipico, ou seja, molecular
(SOUZA, 2001).

Alguns fatores ambientais podem afetar a expressdo fenotipica

devendo ser estudados e considerados em programas de melhoramento de plantas, como



por exemplo, a altitude. Estudos recentes abordam a importancia da altitude na diversidade
genética, estrutura espacial, tamanho populacional de espécies endémicas e fluxo génico de
populagdes naturais de plantas (STEINBAUER et al, 2013; MELO et al., 2014).

Além disso, também ¢ importante o conhecimento da biologia, do
manejo de espécies de plantas nativas, pois muitas destas espécies possuem potencial para
a recuperagao de areas degradadas e programas de conservagdo (MONTEIRO e RAMOS,
1997).

Assim, este trabalho teve por objetivo fornecer subsidios para a
conservagdo ¢ manejo sustentavel da espécie, para seus usos medicinal e aromatico, bem
como, o melhoramento genético, visando a producdo de Oleo essencial de interesse

comercial e a formacdo de banco de germoplasma de Baccharis dracunculifolia DC.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Baccharis dracunculifolia

Baccharis ¢ um importante género pertencente a familia Asteraceae
que € o grupo sistemdtico mais numeroso das angiospermas, compreendendo cerca de
1.100 géneros e 25.000 espécies. Também ¢ de competéncia da tribo Asteraceae e possui
aproximadamente 500 espécies distribuidas todas no continente americano, das quais
aproximadamente 120 ocorrem no sudoeste do Brasil (BUDEL et al., 2005).

Baccharis dracunculifolia DC. é popularmente conhecida como
alecrim, alecrim-do-campo, vassourinha-do-campo, alecrim-de-vassoura ou vassourinha,
ocorre espontaneamente no Brasil, Paraguai, Argentina, Uruguai e ¢ encontrada também
nos altos vales da Bolivia, chegando até 3.280 m de altitude (CASSEL et al., 2000), sendo
considerada importante pela populacdo local por seus usos na medicina tradicional
(LOAYZA et al., 1995). Trata-se de um arbusto lenhoso de crescimento rapido, podendo
medir até 4,0 m de altura, no Brasil ocorre nas Regides Sudeste, Centro-Oeste e Sul
(NAKAJIMA et al., 2015).

Esta espécie ¢ dioica, se reproduz por sementes (cipselas), com
caules bastante ramificados e densamente povoados por tricomas (BASTOS, 2001), possui
folhas lanceoladas, membranéceas, uninérvias, com 1 a 2 cm de comprimento e 3 a 4 mm
de largura, densamente pontuadas de glandulas, com margens inteiras, 1 a 3 denteadas,
raramente apresentando entre 5 e 7 dentes. Possui flor feminina com corola de 2 a 3 mm de
comprimento e flor masculina com corola de 2,5 a 3 mm de comprimento. A planta ja foi

muito utilizada na confec¢do de vassouras rusticas, de onde vem um de seus nomes



populares, ¢ usual como planta ornamental e na medicina caseira para combater,
principalmente, disturbios gastricos, cansago fisico, inapeténcia, afeccdes febris e
debilidade organica (CARNEIRO ¢ FERNANDES, 1996; JARVIS et al., 1991; MORS et
al., 2000). Além disso, o 0leo essencial extraido das folhas de alecrim-do-campo ¢ de alto
valor para a industria de fragrancias (MOLT e TRKA, 1983) e ¢ a principal fonte botanica
para produ¢do de propolis verde no sudeste brasileiro (PARK et al., 2004). A espécie ¢
pioneira e tem importancia destacada na regeneracdo natural apos distirbios como fogo
(TABARELLI ¢ MANTOVANI, 1999; GALINDEZ et al., 2009). Apresenta ainda
plasticidade fenotipica, quando colocada em locais de alta fertilidade, atinge 6timos niveis
de crescimento e quando submetida a solos com baixa disponibilidade de nutrientes, possui
sobrevivéncia alta (NEGREIROS et al. 2014). Também, apresenta ampla distribuicdo em
bidtopos urbanos sujeitos a varios graus de disturbios antropicos e de poluicdo atmosférica,
estad associada a uma grande diversidade de outros organismos (RODARTE et al. 1998,
ARAUJO et al. 2003). Caracteriza-se como planta exclusora, restringindo o acimulo de
arsénio em suas raizes, sendo de interesse para técnicas de fito estabilizacdo, podendo ser
aplicada para revegetacdo de locais contaminados, pois conseguem promover uma
estabilizacdo mecanica do poluente por meio da sua imobilizacdo no sistema radicular,
auxiliando outras espécies a colonizar e sobreviver, da mesma forma que evita erosao e previne

o transporte do poluente por processos de lixiviagdo (GILBERTI, 2012).

2.2. Conservacio genética das sementes

A medida que os estudos cientificos avangam na comprovagio das
propriedades medicinais de uma determinada espécie de uso terapéutico popular, favorece
a sua comercializacdo e, ndo havendo um sistema produtivo adequado para atender a
demanda, aumenta-se o extrativismo inadequado, acarretando em muitas perdas. As
espécies nativas, em estado selvagem, apresentam grande variabilidade genética que se
expressa em diversos parametros, incluindo os teores de principios ativos. Se isto
prejudica a utilizagdo imediata dos beneficios terapéuticos em maior escala, por outro lado,
representa a possibilidade de selecdo de genotipos superiores e a padronizagdo da matéria
prima em melhores niveis. A técnica para a conservagao em longo prazo de espécies
vegetais visa a preservagao da variabilidade genética.

Deste modo, o conhecimento a respeito do manejo e formas de

avaliacdo da qualidade e viabilidade fisioldgica da semente € essencial para viabilizagdo de
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estudos na area genética em bancos de germoplasma. Os Bancos Ativos de Germoplasma
(BAGs) sao uma alternativa para a conservagdo dos recursos genéticos vegetais. O
armazenamento de sementes constitui uma forma segura e econdmica de conservagao da
diversidade genética vegetal e, no caso de espécies florestais, representa uma estratégia
para suprir a demanda continua de mudas para fins comerciais, reflorestamentos e
recomposi¢do de areas degradadas. Para o armazenamento eficiente das sementes, sua
qualidade deve ser mantida pelo maior periodo possivel, o que depende do conhecimento
prévio de seu comportamento durante o armazenamento (CARVALHO e NAKAGAWA,
2000).

Dependendo da maior ou menor tolerdncia a dessecacdo e ao
armazenamento sob baixas temperaturas, as sementes podem ser classificadas em
ortodoxas, recalcitrantes ou intermedidrias. As sementes ortodoxas mantém por mais
tempo a qualidade fisioldgica quando armazenadas com baixos teores de agua e sob baixas
temperaturas, uma vez que elevados teores de agua nas sementes tendem a acelerar o
processo de deterioracao das mesmas em razao da intensificacao da atividade respiratoria,
consumo de reservas, liberacdo de calor e proliferacdo de microrganismos. As sementes
recalcitrantes, por outro lado, caracterizam-se por ndo sofrerem desseca¢do natural na
planta-mae ao longo do processo de maturacdo, sendo dispersas com elevados teores de
agua que, se reduzidos a um nivel considerado critico, levardo a ripida perda da
viabilidade e até a morte. Como forma de manter a viabilidade de sementes ortodoxas por
longos periodos de armazenamento, pode-se submeté-las a secagem até teores de 4gua em
torno de 5% e armazena-las em embalagens herméticas, sob baixa temperatura. As
sementes recalcitrantes, por outro lado, perdem a viabilidade quando sofrem reducgao nos
teores de dgua em niveis inferiores a 30% e representam um desafio para o armazenamento
em longo prazo (MEDEIROS e EIRA, 2006; CARVALHO et al. 2006).

A conservagdo das sementes em bancos de germoplasma e a
manuten¢do da qualidade fisioldgica ao longo do tempo sdo fundamentais. Para garantir
que isso ocorra, as sementes sdo armazenadas sob baixas temperatura e umidade relativa
do ar, acondicionadas em embalagens herméticas, com baixos teores de agua. Tais
condicOes sdo facilmente aplicadveis no caso das sementes ortodoxas, que incluem a
maioria das espécies cultivadas, e que podem ser mantidas sob essas condigdes por muitos

anos (MEDEIROS; EIRA, 2006; CARVALHO et al. 2006).
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Para que isto ocorra ¢ necessdrio primeiramente testar essas
sementes, o que ¢ feito de acordo com a metodologia do teste de germinagdo, descrita nas
Regras para Analise de Sementes (RAS) (BRASIL, 2009), na qual estao listadas espécies
agricolas e muitas outras espécies de valor comercial, todavia esta metodologia nao ¢
conhecida para a B. dracunculifolia, sendo necessarios estudos que estabelegam técnicas

para quantificar a qualidade e viabilidade das cipselas.

2.3. Marcador Molecular Microssatélites

O melhoramento genético ¢ relativamente lento, pois necessita de
varios ciclos de recombinagdo, avaliagdo e seleg¢do, e os problemas como suscetibilidade a
pragas e doengas, arquitetura da planta, ou introgressdo de genes de interesse, levam anos
para serem solucionados (SOUZA, 2001).

Ferramentas moleculares bascadas na identificagdo direta de
variagoes uteis do DNA fornecem novas oportunidades para a manipulagdo genética da ou
das caracteristicas desejadas. Os ganhos genéticos adicionais exigirdo, cada vez mais,
melhor conhecimento da biologia das espécies, bem como, da resposta a selecdo ao nivel
genotipico, ou seja, molecular (SOUZA, 2001). Tais ferramentas moleculares sao definidas
como marcadores genéticos, que sao quaisquer caracteristicas, processos bioquimicos ou
fragmentos de DNA que permitem distingdo de individuos geneticamente diferentes
(BOREM, 1998). Segundo Souza (2001), qualquer forma alélica originada de um genoma
que pode ser utilizada como marcador genético, podendo ser esta um dado fenotipo, uma
proteina ou um fragmento de DNA que codifica ou ndo um gene, possuindo sequéncia
repetida ou Unica no genoma. Os marcadores genéticos podem ser fenotipicos, o que
correspondem ao produto de expressdo de um ou mais genes, podendo ser influenciados
pelo ambiente e/ou pela acdo de outros genes e também moleculares, denominados de
marcadores gendOmicos ou genotipicos € detectam o polimorfismo diretamente ao nivel do
DNA, sem qualquer tipo de influéncia ambiental ou génica.

Os marcadores moleculares surgiram como grande contribuigdo ao
desenvolvimento das técnicas moleculares que permitem a analise do genoma (SOUZA,
2001). A partir deles € possivel analisar cada genotipo de interesse, fornecendo
informacdes relativas a variabilidade existente; resolver questdes de identificacdo de

gendtipos ou genes especificos, visando, por exemplo, a prote¢do varietal ou investigagdes
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de paternidade em sistemas de polinizagdo aberta; e associacdo entre marcadores
moleculares e caracteristicas fenotipicas (SOUZA, 2001; KIRST et al., 2005).

Os marcadores SSR (Simple Sequence Repeats, conhecidos
também como locos microssatélites) sdo repetigdes de sequéncias di, tri, tetra ou penta
nucleotidicas, comuns nos genomas de eucariotos, muito empregados como marcadores
codominantes em plantas (TOTH et al., 2000). Sio muito uteis quando o intuito ¢
diferenciar genotipos de materiais muito similares, devido a sua alta frequéncia de
heterozigosidade e sua caracteristica multialélica, propiciando discriminagdo mais precisa
(KIRST et al., 2005). Segundo Grattapaglia (2001) a grande desvantagem do marcador
baseado em SSR ¢ o custo relativamente alto e a necessidade de conhecimento e
infraestrutura em biologia molecular para o desenvolvimento de sequéncias especificas de
primers. Apesar disso, o elevado custo ¢ facilmente recompensado pela ampla gama de
potencialidades de pesquisa ¢ desenvolvimento que se abrem ao se possuir tal tecnologia

para uma determinada espécie.

2.4. Estudos Genéticos em gradientes altitudinais

Estudos recentes abordam a influéncia da altitude na diversidade
genética de habitat, estrutura espacial, tamanho populacional de espécies endémicas e
fluxo génico de populagdes naturais de plantas (STEINBAUER et al, 2013; MELO et al.,
2015). Segundo Melo et al. (2015) possivelmente areas que estdo mais elevadas correm
menos risco de exploragdo, mantendo altos indices de diversidade genética e densidade
populacional. Eles estudaram populacdes de Cabralea canjerana que, em elevadas
altitudes, apresentaram maior quantidade de individuos jovens e adultos por hectare, os
quais ainda preservaram elevados niveis de diversidade genética.

Populagdes menores em geral tém aumento das taxas de
endocruzamento, o que pode trazer sérias consequéncias as populagdes comprometidas,
tais como fixacao de alelos deletérios e depressao endogamica (HERRERA e BAZAGA,
2010).

Shi et al. (2011) estudando Castanopsis eyrei, obtiveram resultados
indicando maior fluxo génico entre niveis de elevacdo semelhantes do que entre diferentes
niveis, sugerindo uma influéncia seletiva de elevacdo sobre a distribuicdo da diversidade
genética. Wei et al. (2013) encontraram que o fluxo génico foi maior entre populagdes de

elevacoes semelhantes.
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Habitats que se diferenciam em gradientes altitudinais podem ser
considerados repositorios de variabilidade genética, sendo de suma importancia a

conservagao legal dessas areas como estratégia de conservagdo de populacdes naturais.

2.5. Testes de Progénies e Procedéncias e Progénies

Os testes ou ensaios de progénies representam uma das mais uteis
ferramentas para o melhorista (KAGEYAMA, 1980). Sao formados a partir de sementes
advindas tanto de arvores de polinizagdo livre como de cruzamentos controlados. Os testes
de progénies propiciam a manutencdo de amostras representativas de populacdes, que apos
a caracterizagdo genética, podem estar disponiveis ao melhoramento genético.
Representando assim, alternativas a conservagdo genética de populacdes, possibilitando
estimar estrutura genética de populacdes e selecionar individuos superiores como fonte de
produgdo de sementes (KAGEYAMA, 1980; SHIMIZU et al., 1982).

Nos experimentos genéticos florestais, os testes de progénies de
polinizagdo livre sdo os mais utilizados para estimar parametros genéticos. Suas vantagens
em comparagao aos testes de progénies de polinizacdo controlada sdo os custos menores,
além de atenderem aos objetivos de determinagdo da capacidade geral de combinagdo
(SHIMIZU et al., 1982; SAMPAIO et al., 2000).

J& os testes de procedéncias e progénies sdo ensaios que se baseiam
no principio de que populagdes que ocorrem em diferentes condigdes ecoldgicas tenham
caracteristicas adaptativas diversas, apresentando assim, variacdes em sua constituicao
genética e no seu comportamento (SEBBENN; ZANATTO; MORALIS, 2002; SEBBENN
et al., 2003).

Ao se plantar no mesmo local esses individuos obtidos de varias
populagdes, ¢ possivel estimar a variagdo de caracteristicas existentes entre as progénies
(mudas originarias da mesma planta mae) e entre as procedéncias (populagdes).

Em programas de melhoramento florestal, esses testes sdo
amplamente empregados, pois permitem determinar qual é a origem das sementes mais
produtivas, quais se adaptam melhor em dada regido, e consequentemente, geram
informagdes Uteis para a definicdo da estratégia mais adequada para o cultivo e

conservagdo da espécie (ETTORI et al., 2004).
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2.6. Oleo Essencial de Baccharis dracunculifolia

O oleo essencial de B. dracunculifolia tem sido avaliado em
diversos estudos em aplicagdes farmacolédgicas. Kloppel et al. (2007) e Massignani et al.
(2009) obtiveram resultados satisfatorios para a atividade antiulcerogénica, Florao et al.
(2012) para atividade anti-inflamatéria. Ferronato et al. (2007) avaliaram a capacidade
antibacteriana desse 6leo em cepas de Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus
aureus ATCC 25923 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e obtiveram resultados
satisfatorios. Parreira et al. (2010) detectaram eficiéncia apenas contra formas
promastigotas de Leishmania donovani e em ensaios antiesquistossomicidas. A capacidade
antibacteriana foi avaliada por Galvao et al. (2012) que, constataram eficicia desse dleo
sobre cepas de Streptococcus mutans.

O o6leo essencial também, pelo seu aroma exdtico, pode ser
utilizado pela industria de comésticos. A sua importancia comercial reside nos teores de
trans-nerolidol (Figura 1-1) e espatulenol (Figura 1-2), normalmente encontrados como
componentes principais em Oleos essenciais obtidos com a utilizagdo de processos de
hidrodestilacdo (CASSEL et al., 2000; FABIANE et al. 2008; FERRACINI et al., 1995;
FRIZZO et al., 2008). Oleos essenciais com baixas concentragdes de frans-nerolidol e
espatulenol sdo considerados de baixa qualidade e ndo sdo aceitos por algumas
farmacopeias (WAGNER e BLADT, 1995).

Entre os terpenoides, destacam-se os mono e sesquiterpenoides por
apresentarem diversas funcdes nos vegetais, como atracdo de polinizadores, protecao
contra herbivoros e a agentes microbianos, prote¢do a danos oxidativos, fotorrespiracdo as
altas temperaturas e baixas concentragdes de O, e alelopatia (OWEN, 2005).

O espatulenol ¢ um sesquiterpeno que apresenta atividade bioldgica
importante com propriedades antibacterianas e moderada atividade citotoxica
(LIMBERGER et al., 2004).

O trans-nerolidol, também um sesquiterpénico presente nos 6leos
essenciais de diversas plantas, foi aceito nos Estados Unidos da América, pela agéncia
reguladora Food and Drug Administration (FDA), como agente flavorizante utilizado em
alimentos (ARRUDA et al., 2005). Representa um composto de grande interesse da
industria de perfumes por ser um fixador natural, de suma importancia na composi¢ao dos

perfumes. Esse composto apresenta propriedade antineoplésica, antimaldrica (ARRUDA,
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2005; MACEDO et al., 2002) e antileishimania causada pelo Leishmania amazonensis

(ARRUDA et al., 2005).

HO
AN X Z .
trans-nerolidol espatulenol
(1) 2)

Figura 1. Estruturas quimicas das principais substincias do oOleo essencial de B.
dracunculifolia, Campinas-SP.

Outros sesquiterpenos como B-cariofileno, B-selineno, globulol,
viridiflorol e a-cadinol, também ja foram relatados como substancias majoritarias em 6leos
essenciais de B. dracunculifolia (FERRACINI et al., 1995; AGOSTINI et al., 2005). Os
Oleos essenciais de espécies do género Baccharis estdo passiveis a muitas variagdes em
suas composicdes, pois estao relacionadas a fatores climaticos e outros fatores ambientais,
ou seja, tanto o metabolismo primdario quanto o especializado sdo influenciados por
diversos fatores, como por exemplo, a variacdo dos estadios fenoldgicos ao longo de
elevagdo de altitude (SHI et al., 2011). O manejo, a temperatura, a umidade relativa do ar,
a exposi¢ao ao sol, os ventos, entre outros também exercem influéncia direta e indireta na
composi¢do e rendimento, especialmente em espécies que possuem estruturas superficiais
que armazenam e produzem oOleos essenciais (BRUNETON, 1995). H4 ainda, diferentes
orgdos de uma mesma planta que podem produzir Oleos essenciais com composi¢ao

quimica, caracteres fisico-quimicos e odores discrepantes (SIMOES e SPITZER, 2003).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Materiais vegetais

Tabela 1. Cronograma das coletas dos materiais vegetais utilizados para cada experimento.

Sementes
Local de Altitude ) Folhas Populagdes Parte aérea Populacdes
Teste de progénies e ) ) )
coleta (m) naturais Molecular naturais Quimica
germinacgao e vigor
Ubatuba 02 20/04/2013 15/05/2012 26/06/2012; 25/06/2013
Campinas 680 11/05/2013 14/05/2012 25/06/2012; 26/062013
Campos do
Tordi 1620 23/02/2013 16/05/2012 27/06/2012; 27/06/2013
ordao

Para a realizagdo da pesquisa foi obtida autorizagdo de acesso ao

patrimdnio genético pelo processo de n° 010152/2013-0 no CNPq.

3.2. Delineamento experimental do teste procedéncias e progénies de Baccharis
dracunculifolia

Foram coletadas sementes de 20 progénies de B. dracunculifolia
em um gradiente altitudinal na Mata Atlantica do estado de Sdo Paulo, Campos do Jordao
(1620 m), Campinas (680 m) e Ubatuba (02 m). As sementes foram triadas e semeadas.

As mudas foram propagadas, em julho de 2013, por sementes e
mantidas em bandejas de poliestireno expandido com 200 células, com substrato de

formulagdo comercial, denominada pelo fabricante como GII (Gioplanta@).
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As mudas permaneceram em telado com sombreamento de 70% no
CPQBA-UNICAMP - localizado em Paulinia, SP, na latitude 22° 48°’S e longitude 47°
07°0, a 669 m de altitude, solo tipo latossolo vermelho escuro argiloso. Estas foram
transferidas para local definitivo em novembro com sistema de irrigagdo por aspersao
localizado (Figura 2). O delineamento experimental do teste de procedéncias e progénies ¢
o de blocos casualizados com 20 progénies de cada procedéncia, trinta blocos e uma planta
por parcela, no espacamento de 1,5 x 1 m e bordadura externa de duas linhas. As plantas

de 1 a 20 sdo de Campinas, 21 a 40 de Ubatuba e 41 a 60, de Campos do Jordao.

Figura 2. Teste de procedéncias pogéis de B. dracunculifoli, Campinas-SP.

A colheita foi realizada na segunda quinzena de setembro de 2014
(ap6s 10 meses do plantio) para andlise de variancia da produtividade de 6leo essencial e
as médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade, pelo programa
Assistat 7.7 beta (SILVA e AZEVEDO, 2002). Em seguida, foram colocadas em estufa,
somente em circulagdo de ar. As extragdes do 6leo essencial iniciaram no fim de setembro,
por meio da destilagdo por arraste a vapor d’agua por uma 1 h e 30 min, em escala piloto.

Posteriormente, os oOleos essenciais das 60 progénies foram
armazenados em frascos de vidro ambar de 50 mL e mantidos no freezer até a analise da
composi¢ao quimica. As analises da composi¢do quimica dos 6leos essenciais e as andlises
de quantificagdo de trans-nerolidol foram conduzidas no CPQBA da Unicamp na Divisao
de Quimica Organica e Farmac€utica em cromatografo a gas acoplado a espectrometro de
massas (Agilent, HP-5975), operando a 70 eV, injetor split 1/30, dotado de coluna capilar
de silica fundida DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um), hélio como gas de arraste (1
mL/min.), injetor a 220°C, detector a 250 °C e o seguinte programa de temperatura: 60°C —
240 °C, 3°C/minuto e injetado 1 pL da amostra.
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O padrio de nerolidol utilizado foi o da Sigma Aldrich® (mistura
de 40,50% de cis-nerolidol e 59,50% de trans-nerolidol; 154,80 mg de nerolidol/25 mL de
metanol) e calculou-se as concentragdes das 60 progénies das trés procedéncias por meio

da curva de calibracao do referido padrao (Figura 3).
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Figura 3. Curva de calibracdo da concentragdo de trams-nerolidol (pg/mL) das 60
progénies, Campinas-SP.

A identificagdo dos constituintes quimicos foi efetuada pela analise
comparativa dos espectros de massas das substancias com o banco de dados do sistema
CGEM (Nist 5.1ib) célculo do indice de retencao e literatura (ADAMS, 2007). Os indices
de retencao (IR) das substancias foram obtidos pela injecao de uma série homoldga de n-
alcanos (Cg-Cy, Sigma — Aldrich, 99%), aplicando-se a equagdo de Van Den Dool e Kratz
(1963). A analise estatistica para a comparagdo das médias da concentracdo e a linha de
tendéncia entre area e a concentragao de nerolidol entre as populacdes foram realizadas
pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade, pelo programa Assistat 7.7 beta (SILVA e
AZEVEDO, 2002).

Em janeiro de 2015 foram coletadas as partes aéreas da rebrota de
cada progénie e a pesagem da massa foi realizada no momento da colheita, por duas
balangas Toledo® para estimarem estatisticamente os parametros genéticos do teste para a
capacidade de rebrota.

As andlises da variancia foram conduzidas utilizando-se o método

REML (Restricted Maximun Likelihood) para as estimativas dos componentes da
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variancia. O procedimento REML do programa estatistico SAS (SAS, 1999) foi utilizado
para encontrar os componentes da variancia pelo modelo de maxima verossimilhanca
restrita, combinado com o comando VARCOMP. Para a andlise de variancia e estimativa
de componentes de variancia foi adotado o seguinte modelo:
Yiga =m + bi + t; + fyx + (th)y; + (fb)ijk + eijua,

em que, Yju € o valor fenotipico do /-ésimo individuo da k-ésima
progénie da j-ésima procedéncia na i-€sima repeticao; m € o termo fixo da média geral; b; €
o efeito aleatorio da i-ésima repeticdo; ¢; € o efeito fixo da j-ésima procedéncia; f; € o efeito
aleatorio da k-ésima progénie na j-ésima procedéncia; (¢b);; € o efeito da interagdo entre a j-
ésima procedéncia e a i-ésima repeticdo; (fb);x ¢ o efeito da interagdo entre a k-ésima
progénie da j-ésima procedéncia na i-ésima repetigdo, e e;i ¢ o efeito da /- ésima planta
dentro da k-ésima progénie da j-ésima procedéncia na i-ésima repeti¢do. Este Giltimo termo
inclui os efeitos do erro dentro; i = 1...6 (b é o numero de repetigdes, no caso blocos); j =
l..t (t € o numero de procedéncia); £k = 1...f (f € o niumero de progénies dentro de
procedéncia); / = 1...n (n € o nimero de plantas por progénie). Com exce¢ao da média e do
efeito de procedéncias, todos os outros efeitos serao assumidos como aleatorios. Da analise
de variancia foram decompostos os componentes de varidncia: 67, = varidncia genética
entre progénies dentro de procedéncia; o°, = varidncia da interagio entre blocos e
progénies dentro de procedéncia (varidncia ambiental), e 6%y = variancia fenotipica dentro
de progénies.

O calculo da variancia genética, das herdabilidades e dos ganhos

~ . A e y . .. 2 .

esperados na selecdo seguiram Namkoong (1979). A variancia genética aditiva (c”4) foi
. a2 AD A N ‘A . Fet

estimada por: ¢, =0,/7,, . O termo refere-se a covariancia genética entre plantas dentro de

progénies, a qual foi estimada com base em Ritland (1989), utilizando-se dados de

marcadores  genéticos. A varidncia fenotipica total (o’r) foi estimada por:

A2 A

2 A2 A2
op,=0,+0.+0

() - O coeficiente de variagdo genetica (CVg ) foi estimado por:

&2
\"™ p(p)

cv, = z

x100,

em que x, ¢ a média do carater. Os coeficientes de herdabilidade
em nivel de plantas individuais (4%;), média de progénies (A°,) ¢ dentro de progénies (h°y)

foram estimados por:
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A2
A2 R A\ a2
"2 O-A h2 _ Gp(p) ) (l_rxy)GA
hi =2 m T 2 ) ; h =———,
G 9y %y 6 ‘ 52
F nb b r(p) d

A resposta a selecao foi estimada objetivando a selegdo entre e
dentro de procedéncia e progénies para a formagao de um pomar de sementes por mudas.

A resposta entre e dentro de progénies (R.,) foi calculada por:

A A

em que, i, € iy sao as intensidades de sele¢ao em unidade de desvio-
padrdo aplicada entre e dentro de progénies e 6 € 6, sdo os desvios-padrao da varidncia
fenotipica total e dentro de progénies. A resposta a selecdo em porcentagem [ R (%)] foi

estimada por:

X

. R
R(%) = —~¢4 4100

em que, x ¢ a média do carater.
3.3. Testes de sementes

Os ramos colhidos com sementes foram acondicionados em sacos
de papel e secos em estufa a 40 °C durante 72 horas. Apos esse periodo, os ramos foram
armazenados em dessecador com silica gel. Por ndo haver indicacdo nas regras de analises
de sementes do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (BRASIL, 2009) para
B. dracunculifolia, foram realizados testes das cipselas com diferentes substratos (papel,
substrato para mudas e vermiculita) e diferentes condi¢cdes de temperatura (15°C, 20°C e
25°C) e fotoperiodo (12 h luz/12 h escuro, luz constante e escuro constante) para fixar
condi¢des adequadas de experimento e as cipselas utilizadas foram as recém-coletadas
provenientes do lote de julho/2012 — CPQBA.

Apds analisado os resultados obtidos, as cipselas foram submetidas
ao teste de germinagcdo em caixas tipo gerbox, sob duas folhas de papel de filtro
umedecidas com solucao de nistatina 500 U.I/L (GOMES e FERNANDES, 2002). Os

gerbox foram lavados com soluc¢dao de hipoclorito 2,5% e o papel foi autoclavado. Em
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todos os tratamentos foram utilizados quatro repeticdes com 25 cipselas cada (MEYER et
al., 1997).

O namero de cipselas germinadas foi verificado diariamente. Como
critério de germinagdo, foi avaliada a emergéncia da radicula através do tegumento da
semente (LUCAS e ARRIGONI, 1992).

As porcentagens de germinagdo em diferentes temperaturas e
substrato das sementes de B. dracunculifolia foram submetidas a analise de variancia e
suas médias comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. O indice de velocidade
de emergéncia da radicula (IVE) foi calculado para cipselas recém-coletadas das
populagdes naturais de acordo com a seguinte formula (MAGUIRE, 1962), onde:

IVE =N;/D; +N»/D, + ...+ N,/D,
N; = ntimero de cipselas germinadas no primeiro dia de contagem; N, = nuimero de
cipselas germinadas no segundo dia de contagem; N,, = nimero de cipselas germinadas no
enésimo dia de contagem; D, = primeiro dia de contagem; D, = segundo dia de contagem;
D, = enésimo dia de contagem. Apo6s calcular o IVE, os dados foram submetidos a anélise
de variancia e suas médias comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade (ZAR,
1999). A relagdo entre o numero total de cipselas germinadas das populagdes naturais e o
IVE foram verificados através de analise de regressdo (ZAR, 1999), utilizando-se o

programa SISVAR (FERREIRA, 2008).

3.4. Extracio e quantificacio de DNA

A amostra foi constituida de 105 individuos por local, sendo trés
subpopulagdes naturais de 35 individuos cada, evitou-se coletar individuos muito
proximos, no sentido de explorar maior extensdo possivel das areas de coleta e evitar
sobreposi¢oes de geracdes. Foram coletadas folhas jovens e sadias, armazenadas
individualmente em sacos plésticos e armazenadas a -80 e a -20°C. Para cada populagdo
foram registrados individualmente os dados de latitude e longitude em um gradiente
altitudinal da Mata Atlantica no estado de Sao Paulo (Apéndice 2). As plantas coletadas de
cada local foram depositadas no Herbdrio do Instituto Agrondmico de Campinas e
obtiveram os seguintes vouchers: IAC — 54.955 de Campos do Jorddo, IAC 54.956 de
Ubatuba e IAC 54.957 de Campinas.

As andlises de extragdo e quantificacdo do DNA dos tecidos

foliares coletados foram feitas no Laboratorio de Biologia Molecular da Divisdao de
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Agrotecnologia do CPQBA-UNICAMP. Utilizou-se para a extracdo mais ou menos 1,5 g
de tecido foliar, utilizando o protocolo MATAB adaptado (RISTERUCCI et al., 2000).
Dos 315 individuos utilizados para as extragdes de DNA, obteve-se éxito em todos eles.
Para verificar a qualidade dos DNAs extraidos, usou-se 1 pL por amostra de Blue green®
e empregou-se a técnica de eletroforese em gel de agarose 1%, em TBE 1X (Tris 28 mM,
acido borico 88 mM, EDTA 7 mM, pH 8,3).

As quantificagdes foram realizadas pela técnica de eletroforese,
onde cada banda de DNA gendmico das amostras foi comparada com bandas de DNA de
concentragdes conhecidas (36,64; 54,96; 91,6; 109,92 ng/uL), por meio da utilizacdo de
DNA do fago (4 USB).

3.5. Construcio de biblioteca gendomica enriquecida com SSR

A construcdo da biblioteca gendomica enriquecida com
microssatélites foi realizada em janeiro de 2013 pelo curso pratico e tedrico: Construgao de
Bibliotecas Enriquecidas em Microssatélites para Estudos Genéticos em Eucariotos,
oferecido pela Professora Dra. Anete Pereira de Souza e Dra. Maria Imaculada Zucchi, no
Laboratorio de Analise Genética ¢ Molecular CBMEG, da Universidade Estadual de
Campinas, Sdo Paulo.  Seguiu-se o protocolo descrito por Billotte et al. 1999, com
modificagdes, e otimizado pelo pesquisador Angie-Marie Risterruci, do CIRAD/Franga.

Restricao do DNA: 5,0 ng de DNA gendmico foi digerido
utilizando 6,0 pL enzima Rsal, adicionando-se na reacdo 8,0 uL. de tampao de reacdo, 10,0
uL de espermidina e 4gua estéril até 100 pL. O material foi incubado a 37 °C por 16 horas.

Ligacdo dos adaptadores: Para a ligagdo dos adaptadores utilizou-
se 10 uM do adaptador Rsa2l e Rsa 25, 1,0 pg do DNA gendémico digerido, 10,00 pL do
tampao 5X, 4,0 uL de T4 DNA ligase e dgua estéril para completar 40,0 pL. Esta reagdo
foi incubada a 20 °C por 2 horas.

Prée-Amplificacdo: Apos a ligagdo os fragmentos foram
amplificados utilizando 3 pL do produto da ligacdo; 20 uM do primer Rsa2l; 5 uL de
tampdo 10 X; 2,0 mM MgCl,; 200 mM de dNTP e 3 U de Taq polimerase.

Selecdo dos fragmentos contendo SSR: Os fragmentos contendo
sequéncias ricas em GA/CT, AT/TA e CA/GT foram selecionados por meio de
hibridizagdo com sonda biotinilada, biotlII[(CT);p, biotllI(TA);p e biot HI(GT);p e
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recuperados com estreptavidina ligadas a “beads” magnéticas utilizando o kit
Streptavidine-Magnesphere da Promega®.

Amplificagdo dos fragmentos selecionados: Apds a selecdo dos
fragmentos ricos com microssatélites estes foram amplificados utilizando 3 pL do produto
da ligacdao; 20 uM do primer Rsa21; 5 pL de tampao 10 X; 2,0 mM MgCly; 200 mM de
dNTP e 3 U de Taq polimerase.

Clonagem em vetor pGEM-T e transformagdo em células super-
competentes: Apds a amplificacdo dos fragmentos foram ligados em vetor pGEM-T e
transformados em XLI1-Blue SuperCompetent. As coldnias de bactérias transformadas
foram plaqueadas em meio LB e incubadas a 37 °C.

Amplificagdo dos clones e transferéncia para membrana:
amplificados 3 pL do produto da ligacdao; 20 uM do primer Rsa21; 5 pL de tampao 10 X;
2,0 mM MgCl,; 400 mM de dANTP; 3 U de Taq polimerase. Apos a amplificagdo os
fragmentos foram separados em gel de agarose 1,5% e realizou-se a transferéncia para
membrana Hybond H+. A hibrida¢do foi realizada com sondas complementares aos

motivos selecionados, ou seja, sondas com motivos (GA)jo, (AT) 19 € (CA) 0.

3.6. Selecao, sequenciamento dos clones positivos e desenho de primers

Depois de feitas as hibridizagdes com sondas complementares, os
fragmentos contendo clones positivos para SSR foram extraidos e os plasmideos
sequenciados por ABI 3500xL Genetic Analyzer. Foi realizada uma reagdo com 2 pL de
Tampao Save Money, 0,5 pL de Primer, 0,4 uL de Big Dye, 4 pL de DNA e dgua MilliQ
para completar 10 pL.

A partir do sequenciamento do DNA da biblioteca foram
desenhados os primers que amplificaram os microssatélites. Para isso todos os
fragmentos foram analisados usando os programas BioEdit (para transformar as
sequéncias no modo de leitura apropriado), WebSat (para detectar a presenca das
repeticoes em tandem), VecScreen (para procurar os adaptadores), Primer3 (para
desenho do conjunto de primer que fard a amplificagdo do microssatélite), Chromas 2
(para avaliar a qualidade do sequenciamento nas regides dos primers e dos
microssatélites) e GeneRunner (para analisar quao bons sdo os primers obtidos quanto a

probabilidade de ocorrerem conformagdes secundarias).
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3.7. Caracterizacao e genotipagem dos microssatélites

Os marcadores SSR sintetizados para o presente estudo foram
inicialmente testados em diferentes temperaturas de anelamento, diferentes
concentracoes de DNA e reagentes, utilizando trés gendtipos representantes de cada
populagdo, para obter a melhor condicdo de amplificagdo dos fragmentos desejados. Os
ciclos de amplificagdo foram feitos no termociclador PTC-100 (MJ Research,
Watertown, Massachusetts) e foram realizadas num volume total de 10 pL contendo: 1
uL de DNA a 0,5 ng; 0,10 pL de cada iniciador (Forward + Reverse a 10 mM); 0,1 pL
(10 mM) de cauda marcada com o fluor6foro IRDye 700 ou IRDye 800 (LICOR
Biosciences); 0,4 uL. de ANTP (2,5 mM); 0,75 pL de tampao 1x de PCR (50 mM KCl,
10 mM Tris-HCI [pH 8,9]); 0,8 uL de albumina do soro bovino (BSA, 2,5 uM), 0,3 pL
of MgCl, (50 mM) e 0,6 uL. somente para o primer Bd 09 e, 0,4 uL. de tampao da enzima
Tag DNA polimerase (75 mM Tris-HCI; 20 mM (NH4),SO, pHS8.,8; 0,01% (v/v)
Tween 20). Os locos Bd 06, Bd 13, Bd 16, Bd 17 e Bd 26, foram amplificados por meio
da programacgao fouchdown: 94 °C por 40 s para desnaturagdo, 94 °C por 4 min seguido
de 10 ciclos de 94 °C for 45 s, temperatura de anelamento de 55 °C a 53 °C (-0.5 °C por
ciclo), 72°C por 1min para extensdo dos fragmentos pela Taq polimerase, seguido de 24
ciclos a 94 °C for 45 s, 72 °C por 1 min 15 s e um ciclo de extensdo final de 72 °C por 5
min. Ja para os locos Bd 09, Bd 14, Bd 17, Bd 19, Bd 04M, Bd 06M, Bd 10M foi
utilizado temperatura fixa de anelamento de 55 °C. Na extremidade 5’ do iniciador
forward de cada loco foi adicionada uma cauda M13 (CACGACGTTGTAAAACGAC)
complementar as sondas. Os produtos de amplificagdes foram separados em condig¢des
desnaturantes em gel de poliacrilamida a 5% (v/v) em sequenciador automatico (LI-COR
4300S DNA Analysis System; LI-COR Biosciences, Lincoln, Nebraska, USA). Os locos
foram genotipados utilizando o software Saga (LI -COR Biosciences). A leitura de dos
géis obtidos ocorre apds emissdao dos sinais decorrentes da incidéncia do raio laser sobre
os diferentes IRDyes presentes nos primers. Estes sinais sdo convertidos na forma de

eletroferogramas na imagem do proprio gel (Figura 4).
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Bd 06 na populagdo de Campinas de B. dracunculifolia, Campinas-SP.

3.8. Analises estatisticas dos microssatélites

As frequéncias alélicas, o numero de alelos por loco (A), a
heterozigosidade observada (Ho) e esperada (Hg), de cada loco foram calculados com o
pacote PopGenReport (GRUBER ¢ ADAMACK, 2015) implementado para o software R
(R CORE TEAM, 2015). Os intervalos de confianca a 95% das estimativas populacionais
de Hg, Ho e Riqueza Alélica foram obtidos através de reamostragens por 1000 bootstraps
pelo pacote PopGenKit (PAQUETTE, 2012) também disponivel para o software R (R
CORE TEAM, 2015). Nos marcadores microssatélites, o processo mutacional pode nio
ser compativel com o modelo de alelos infinitos. Por essa razdo, foi utilizada, além do Fsr
(WRIGHT, 1931), uma estatistica analoga, denominada de Ry (SLATKIN, 1995),
desenvolvida especificamente para dados de microssatélites.

As estatisticas F de Wright, utilizando f e 6 como estimadores
de Fis e Fst, respectivamente (WEIR e COCKERHAM, 1984) e o Rgr foram
determinadas utilizando o pacote hierfstat (GOUDET, 2014). Os intervalos de confianga
foram obtidos por meio de 1000 reamostragens bootstrap.

O teste exato foi feito para verificar se as populagdes aderem as
propor¢des do Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) e para a deteccdo de desequilibrio
de ligacdo (DL), feito com base em permutagdes através do programa GENEPOP v. 3.1
(RAYMOND e ROUSSET, 1995), segundo Guo e Thompson (1992), mediante o
algoritmo da cadeia de Monte Carlo Markov (100 batches, 5000 intera¢des). Foi
aplicada a corregdo de Bonferroni (HOLM, 1979) ajustando-se o nivel nominal de

significancia (0,05%) ao nimero de testes aplicados.



26

A estruturacdo da variabilidade foi visualizada através de
dendrogramasconstruidos a partir da matriz de distdncias genéticas sem viés de Nei
(1978) com auxilio do pacote adegenet (JOMBART et al., 2015), pelo critério de
agrupamento  UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean)
(SNEATH e SOKAL, 1973). A estabilidade dos agrupamentos foi testada através de
10.000 reamostragens bootstrap utilizando o pacote poppr (KAMVAR et al., 2015). O
valor do coeficiente de correlagao cofenética (r) foi calculado através de um teste de
Mantel com 1000 permutagdes no NTSYS (ROHLF et al,, 1989) com o objetivo de
estimar quanto da matriz original foi explicada pelo dendrograma obtido.

A estrutura genética da populacdo foi avaliada também pelo

programa STRUCTURE versao 2.3.3 (PRITCHARD et al., 2000; FALUSH et al., 2003) a
fim de definir o nimero de grupos (K) mais provavel nas amostras, através de
métodos bayesianos, ndo necessitando de informagdes hierarquicas a priori para fazer um
teste de atribui¢do dos gendtipos. O programa foi configurado para admitir mistura
de genomas, frequéncias correlacionadas, numero de grupos (K) variando de 1 a 10,
500.000 burn-in e 10° interagdes, repetidos 20 vezes. Para determinar qual o K mais
provavel em relagdo aos 10 testados, foi utilizada a estatistica descrita por Evanno et al.
(2005), baseada na taxa de mudanca na probabilidade das repeti¢des dos dados entre os
sucessivos valores de K. O valor de K que melhor representa a estruturagdo das
populagdes pode ser identificado pelo pico no valor de AK.

Como cada corrida independente do software STRUCTURE gera
efeitos estocasticos, € particularmente importante considerar todas as informagdes dos
dados replicados. O programa CLUMPP (JAKOBSSON e ROSENBERG 2007) foi
utilizado para recolher todos os dados gerados nas 20 repetigdes em uma matriz (Q-
matriz) de adesdo dos coeficientes individuais e de cada das trés populagdes pré-
definidas (Campinas, Campos do Jordao e Ubatuba). Para a representacdo grafica dos
clusters da estrutura populacional das amostras do estudo foi utilizado o programa
DISTRUCT (ROSENBERG, 2004).

Além disso, aplicou-se duas metodologias de andlise exploratoria

com o intuito de verificar como a diversidade genética nas populacdes esta estruturada. A
primeira foi a analise de coordenadas principais e a segunda foi a andlise de discriminantes
de componentes principais. Para isto, foram utilizados os pacotes PopGenReport

(GRUBER e ADAMACK, 2015) e adegenet (JOMBART et al., 2015).
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Com a finalidade de avaliar os padrdes de variagdo espacial, foi
obtida a estimativa do coeficiente de correlagdo de Pearson (r) entre matrizes de distancias
genéticas calculadas a partir do indice de similaridade de Jaccard e as distancias
geograficas entre as populagdes. A significancia desta correlagdo matricial foi testada pela
estatistica Z de Mantel, utilizando 9999 permutagdes aleatorias pelo pacote
mpmcorrelogram (MATESANZ et al., 2011) utilizando o software R (R CORE TEAM,
2015).

3.9. Oleos essenciais das populacdes naturais

Para extragdo dos Oleos essenciais, apds as colheitas das
populagdes naturais, que foram realizadas no inverno de 2012 e 2013, as folhas e os ramos
foram colocados para secar em estufa com circulagdo de ar e temperatura controlada de
40°C por 72 horas, e posteriormente, utilizou-se subamostras de aproximadamente 5 g de
cada amostra a 105 °C, por um periodo de 24 horas, sendo o teor de umidade e o célculo de
rendimento de oOleo essencial determinados pela equacdo de Santos et al. (2004),

modificada. O célculo do teor de umidade (u) foi estimado por:

u = (100 - my),

onde: m, ¢ a diferenga de massa da planta (g) apos a secagem a 105°C.
O rendimento do o6leo essencial, extraido de biomassa aérea das
plantas de alecrim-do-campo, foi calculado com base na matéria seca ou base livre de

umidade. Sendo:

R= (m, *100)/m,,

onde, R = rendimento de 6leo essencial em %; m,= massa de Oleo essencial (g); m,, =
massa de planta bruta (g) (massa da planta total que foi destilada multiplicada pela
diferenca de massa de planta apds a secagem) e 100 = fator de conversdo para
percentagem.

Foi extraido o 6leo essencial das 105 amostras, 35 plantas de cada
local (150 g em média), por hidrodestilacio em aparato de Clevenger por uma e hora de

meia. Os oOleos essenciais foram armazenados em frascos dmbar e mantidos no freezer até a
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analise da composicdo quimica. As analises da composi¢do quimica dos 6leos essenciais
foram realizadas no Laboratério de Produtos Naturais, do Centro de Pesquisa e
Desenvolvimento de Recursos Genéticos Vegetais do Instituto Agronomico de Campinas
e, conduzidas em cromatdgrafo a gas acoplado a espectrometro de massas (Shimadzu, QP-
5000), em triplicata, operando a 70 eV, injetor split 1/30, dotado de coluna capilar de silica
fundida DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um), hélio como gas de arraste (1 mL min™), injetor
a 240°C, interface a 230°C e o seguinte programa de temperatura: 60°C — 135°C, 6°C min™';
135°C — 165°C, 3°C min™', 165°C — 240°C, 8°C min™ e injetado 1 pL de 6leo essencial (1
uL/1 mL de acetato de etila).

A identificagdo dos constituintes quimicos foi efetuada pela analise
comparativa dos espectros de massas das substancias com o banco de dados do sistema
CGEM (Nist 62.1ib) e literatura (MCLAFFERTY e STAUFFER, 1989) e indice de
retengdo (ADAMS, 2007). Os indices de retencdo (IR) das substincias foram obtidos pela
injecdo de uma série homoldga de n-alcanos (CoHy9 — CysHsy Sigma — Aldrich, 99%),
aplicando-se a equacdo de Van Den Dool e Kratz (VAN DEN DOOL e KRATZ, 1963),
empregando-se as seguintes condi¢des operacionais: coluna cromatografica DB.5 (30 m x
0,25 mm x 0,25 um), temperatura inicial a 60°C .

As andlises estatisticas de componentes principais (PCA) e
discriminante (LDA) avaliaram cada individuo como um tratamento e cada composto
quimico como uma variavel que foram realizadas pelo programa XLStat (Addinsoft®) para

Microsoft Excel®.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Teste de Progénies (TP)

4.1.1. Rendimento e produtividade de d6leo essencial do TP

O rendimento do O6leo essencial das progénies do teste de
procedéncias e progénies por meio do método de destilagdo por arraste a vapor d’agua
variou de 0,06% (progénie 18 de Campinas) a 0,27% (progénie 30 de Ubatuba) (Figura 5),
em média das progénies, as populagdes de Campinas e Ubatuba obtiveram 0,16% e a de
Campos do Jordao 0,17%, ndo diferindo estatisticamente entre si ao nivel de 5% de
probabilidade. Os resultados encontrados nesse estudo corroboram com o trabalho de
Sforcin et al. (2012) que encontraram valores de porcentagem de rendimento que variaram
de 0,01 a 0,35 para B. dracunculifolia e de Silva et al. (2012) que obtiveram 0,26% para B.
reticularia. Também foram semelhantes e superiores aos obtidos por Xavier (2011), os
quais variaram de 0,01% a 0,16% e, superiores aos de Silva et al. (2013), 0,02 a 0,03%
para B. trimera. Santana (2013) também ndo encontrou diferencas significativas para
rendimentos de B. reticularia.

A produtividade do o6leo essencial em kg/lOOOmz, em média,

variou de 13 para a populacao de Campinas a 15 para a populacao de Ubatuba (Figura 6).
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Figura 5. Rendimento de 6leo essencial das progénies do teste de procedéncias e progénies

de B. dracunculifolia, Campinas-SP.
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Figura 6. Produtividade em kg/1000 m” para as populacdes de Campinas, Ubatuba e

Campos do Jordao de B. dracunculifolia, Campinas-SP.

4.1.2. Caracterizacao quimica do o6leo essencial do TP

Por meio da andlise da composi¢do quimica dos 6leos essenciais
extraidos por arraste a vapor d’agua das 60 progénies de B. dracunculifolia, verificou-se 23
constituintes no total, sendo o trans-nerolidol o composto com maior proporcao relativa, a
populacdo em média de Ubatuba obteve 25%, seguida de Campos do Jordao 20% e de
Campinas com a menor 19%. A porcentagem relativa de germacreno D variou de 10%

para Ubatuba a 12% para Campinas (Tabela 2).
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Dos 23 compostos identificados, quatro pertencem a classe dos
monoterpenos (limoneno, sabineno, P-mirceno e a-pineno) e o restante a dos
sesquiterpenos. Os Oleos essenciais das populacdes obtiveram a mesma propor¢do de
monoterpenos, Campos do Jorddo (13%), seguida de Campinas (12%) e Ubatuba (11%).
Para os sesquiterpenos, Ubatuba apresentou (81%) seguida de Campinas (80%) e Campos
do Jordao (79%). Sforcin et al. (2012), obtiveram 1% de proporg¢ao relativa da classe dos
monoterpenos e 70% dos sesquiterpenos dos compostos identificados. A espécie estudada
possui em sua maior constituicdo compostos sesquiterpénicos. Alguns trabalhos estudando
outras espécies de Baccharis, por destilagdo por arraste a vapor d’adgua, também
encontraram maior propor¢ao relativa de sesquiterpenos ¢ baixa de monoterpenos

(ASCARI et al., 2006; SANTANA, 2013) .
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Tabela 2. Composicao quimica em porcentagem relativa média do 6leo essencial da parte
aérea de B. dracunculifolia das 60 progénies, Campinas-SP.

Componentes IRex, Campinas Ubatuba Campos do Jorddo
a-pineno 933 1,8 2,5 2,5
sabineno 976 3,4 4.4 4,0
[-mirceno 990 0,7 0,9 0,9
limoneno 1028 6,0 7,4 7,3
o-copaeno 1374 0,7 0,5 0,5
o-gurjuneno 1407 0,7 0,5 0,6
trans-cariofileno 1417 6,3 5,2 5,5
aromadendreno 1437 2,3 1,8 2,2
o-humuleno 1451 1,7 1,4 1,5
allo-aromadendreno 1458 0,7 0,6 0,7
Y'-muuroleno 1475 1,7 1,4 1,6
germacreno D 1480 12,1 10,3 11,7
valenceno 1490 0,6 - 0,6
biciclogermacreno 1495 11,0 8,0 11,0
o-muuroleno 1499 1,6 1,3 1,4
germacreno A 1503 0,7 0,6 0,6
Y'-cadineno 1512 1,7 1,3 1,4
o-cadineno 1522 6,4 5,0 5,6
trans-nerolidol 1565 19,1 25,2 20,4
espatulenol 1576 8,8 9,3 9,0
epi-a-cadinol 1639 1,6 1,4 1,2
epi-o-muurolol 1652 1,6 1,3 1,0
germacra-4(15),5,10(14)-trien-1-a-ol 1683 1,0 1,4 1,0
Total (%) 92,2 92,2 92,0
Desvio-padrao 4,76 5,63 4,95

IR exp: Indice de retencio; (-) auséncia de substancia.

A concentragdo de trans-nerolidol entre as 60 progénies de Campos
do Jordao, Campinas e Ubatuba de B. dracunculifolia, foi significativa pela andlise de
variancia e as médias diferiram entre si pelo teste Tukey (p <0,05) (Tabelas 3 e 4). Campos
do Jorddo obteve a maior concentracdo de trams-nerolidol (3,32 mg/mL), seguida de
Ubatuba (2,96 mg/mL) e Campinas (2,55 mg/mL). Quando comparadas as concentragdes
de trans-nerolidol com as porcentagens relativas das trés procedéncias, Ubatuba obteve a
maior porcentagem relativa (25%), mas quando quantificada a concentracdo da substancia,
ficou abaixo de Campos do Jorddo que apresentou a maior concentracao (3,32 mg/mL),
pois a porcentagem relativa ndo representa o teor do analito na amostra. Campinas manteve

a menor porcentagem e concentracao (19% e 2,55 mg/mL, respectivamente).
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O trans-nerolidol ¢ o composto majoritario do 6leo essencial de B.
dracunculifolia e possivelmente, o responsavel pelo seu aroma, sendo muito valorizado
pelas industrias de fragrancias, cosméticas e alimenticias (FABIANE et al. 2008;

ARRUDA et al., 2005).

Tabela 3. Anova da concentragdo de frans-nerolidol (mg/mL) entre as procedéncias de
Campos do Jordao, Campinas e Ubatuba.

Fonte da variagio SQ GL QM F P-vaior  Feitico
Entre grupos 11,901 2 5951 30,201 2,6x107"" 3,074*
Dentro dos grupos 23,053 117 0,197
Total 34,955 119

*significativo a 5% de probabilidade.

Tabela 4. Concentragdo média de frans-nerolidol entre as procedéncias de Campos do
Jordao, Campinas e Ubatuba pelo Teste Tukey a 5% de probabilidade.

Locais M¢dias (mg/mL)
Campos do Jordao 3,32%
Ubatuba 2,96B
Campinas 2,55C

*]etras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si.

4.1.3. Capacidade de rebrota do TP

A caracteristica de massa fresca, em média, das progénies, foi
superior para a populagdo de Campinas (1,60 kg), seguida de Ubatuba (1,54 kg) e de
Campos do Jordao (1,52 kg), entretanto ndo diferiram estatisticamente entre si.

O teste F da andlise de variancia detectou diferenca significativa a
1% de probabilidade, somente, para efeito de blocos (2,41). Essa diferenca entre blocos
indica que o ambiente do ensaio ndo era homogéneo em toda sua extensdo e que a
utilizacdo de blocos para controlar o ambiente foi eficiente para manter o controle da
variacao ambiental (Tabela 5).

O coeficiente de variagao genética (CVg%) foi baixo (2,12) e as
estimativas de herdabilidades também, variando de 0,07 em nivel de plantas individuais a

0,1 em média de progénies (Tabela 6). Aratijo (2010) também encontrou valores baixos de
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herdabilidades, estudando caracteristicas morfologicas de A. conyzoides, indicando que a
selecdo do material genético deve ser realizada de forma criteriosa em fungdo da grande
influéncia ambiental.

Comparando as massas frescas obtidas para as progénies com o
rendimento por parcela, observa-se que ndo ha diferengas significativas estatisticamente e
que as estimativas dos parametros genéticos sdo baixas para todas as progénies, ndo
possibilitando o uso dessa estimativa como esperado, dessa forma, sugere-se a selegao
massal a partir da proxima geragao para essas caracteristicas, visto que espécie a estudada
ainda ndo foi manipulada geneticamente, sendo esse, o primeiro estudo envolvendo
procedéncias e progénies. O teste de progénies leva em consideragdo a capacidade dos
genitores em produzir descendentes superiores e, a selecdo massal pode favorecer o
aumento da frequéncia de genes desejaveis nas populagdes, e assim, tornard possivel a
realizagdo do melhoramento de plantas (BOREM e MIRANDA, 2009).

Entretanto a capacidade de rebrota foi muito importante, para
visualizar e padronizar a necessidade da poda para que haja um aumento substancial da

parte aérea que ¢ essencial para producao de 6leo essencial, propolis verde e extratos.

Tabela 5. Analise de variancia para o carater massa fresca para procedéncias de Campinas,
Ubatuba e Campos do Jordao de B. dracunculifolia, em Campinas-SP.

Efeito GL QM F
Bloco 29 0,73 2,41%*
Procedéncias 2 0,61 2,01™
Progénies 19 0,41 1,35™
Erro 1715 - -
Total 1765 - -
CV (%) 43,43
Média (kg) 1,60

** gignificativo a 1% de probabilidade; ™ ndo significativo.
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Tabela 6. Componentes de variancia (REML) para o cardter massa fresca para
procedéncias de Campinas, Ubatuba e Campos do Jorddo de B. dracunculifolia, em
Campinas-SP.

Componentes de variancia

6, 0,005
6’ 0,302
6 0,657
6, 0,001
64 0,354
n; 0,007
" 0,103
hy 0,010
CVy (%) 2,122

Para o célculo da resposta esperada com a selegdo entre e dentro de
progénies para a formacdo de um pomar de sementes por mudas foi considerado 20
progénies e duas plantas, o que favoreceu um aumento de 0,20 kg (Tabela 7). Esse
progresso genético esperado ¢ valido para B. dracunculifolia, aos 14 meses de idade, no
mesmo espagamento utilizado (1,5 x 1 m) e nas mesmas condicdes ambientais de

Campinas.

Tabela 7. Ganho esperado com a sele¢do para massa fresca em teste de procedéncias e
progénies de B. dracunculifolia em Campinas-SP.

Intensidade de selegdo entre Ie 2,268
Intensidade de selegdo dentro Id 1,830
Resposta a selegdo entre e dentro Red 0,199
Resposta a selecao R (%) 12,470
Média v 1,599

Média melhorada (Kg) Km 1,799

4.2. Testes de sementes

4.2.1. Triagem das cipselas

O uso de um conjunto de peneiras para a triagem das cipselas
mostrou-se adequado para separar folhas, pappus (estrutura floral aderida a cipsela) e

outros elementos que interfeririam na obten¢do de um lote puro de cipselas. Os mesh de
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#32 a #35 (abertura da peneira) retiveram a porcao de cipselas de interesse para os testes
de germinagdo e lotes para produgdo de mudas, de forma que cipselas pequenas e mal

formadas foram ja descartadas neste processo.

4.2.2. Peso de mil sementes

O peso de mil sementes ¢ utilizado para calcular a densidade de
semeadura, o nimero de sementes por embalagem e a massa da amostra de trabalho para
analise de pureza, quando ndo especificado nas RAS. E uma informagdo importante, pois
gera indicativos como a sanidade das sementes, a maturidade e a densidade de semeadura.

O peso de mil sementes de B. dracunculifolia obtida pela
metodologia da RAS ¢ inferior a 200 g, desse modo, as cipselas dessa espécie se
enquadram na classificagdo de “semente pequena” pela RAS (Brasil, 2009). A média das
oito amostras com 100 cipselas foi multiplicada por 10 para obtengdo do valor final de
0,1090 g/1000 cipselas. O coeficiente de variagdo da amostragem foi 3,36% e se enquadra
nos limites estipulados pela RAS (Brasil, 2009), ndo necessitando, portanto, de repeticdes

desta analise.

4.2.3. Teor de umidade

A tabela 8 apresenta os valores de umidade calculados para o lote
bruto, no qual estdo presentes outras estruturas florais junto as cipselas, como o pappus e
fragmentos das brécteas involucrais. O teor de umidade obtido foi de 10,37% + 0,75. O

coeficiente de variagao foi 7,21%.

Tabela 8. Valores de massa das amostras para céalculo do teor de umidade das cipselas do
lote bruto, 2013.

Massa de planta (g) Massa apds secagem (g) Umidade (%)
2,0162 1,8020 10,62
2,0992 1,8993 09,52
2,0761 1,8488 10,95
Média 10,37

Desvio Padrao 0,75

Coeficiente de Variacao (CV) 7,21
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Outra triplicata da determinacdo de teor de umidade foi realizada
com o lote de cipselas puras, sem a presenca de outras estruturas florais. A tabela 9
apresenta os valores de umidade calculados. O teor de umidade obtido foi de 7,41% + 0.20.

O coeficiente de variag¢do obtido foi 2,71%.

Tabela 9. Valores de massa das amostras para calculo do teor de umidade das cipselas do
lote puro, 2013.

Massa de planta (g) Massa apds secagem (g) Umidade (%)
0,7797 0,7235 7,21
0,8989 0,8305 7,61
0,8888 0,8228 7,43
Média 7,41
Desvio Padrao 0,2
Coeficiente de Variacao 2,71

A diferenga entre o teor de umidade do lote bruto e lote puro foi de
aproximadamente 3%. O lote puro apresenta-se mais adequado para o armazenamento a
médio e longo prazo, ndo so por conter menor teor de agua, mas também menor quantidade
de estruturas que estdo sujeitas a contaminagdo de microrganismos. Para um produtor que
utiliza o lote de cipselas para replantio de nova safra, o lote bruto pode ser utilizado para

germinagao.

4.2.4. Reduc¢ao da umidade das cipselas

Para a redugdo da umidade foi utilizada com uma porcdo de
cipselas do lote “puro”, a qual teve umidade inicial estabelecida como 7,41% (média
obtida na determinagdo do teor de umidade). Apos 15 dias em recipiente hermético com
silica gel, o peso da amostra ndo variou mais, apresentando 4,12% de massa a menos.
Dessa forma, ao longo desse periodo a amostra teve sua umidade reduzida a 3,3% e foi
acondicionada em freezer -20 °C para posterior teste de germinagao.

Sdo consideradas orfodoxas as sementes que suportam a
diminui¢do de sua umidade e armazenamento a baixas temperaturas, situagao esta que foi

simulada no projeto.
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4.2.5. Testes de germinacio

O teste de germinagdo tem por objetivo determinar o potencial
maximo de germinagdo de um lote de cipselas, o qual pode ser usado para comparar a

qualidade de diferentes lotes e também estimar o valor para semeadura em campo.

4.2.5.1. Testes para padronizac¢ao do substrato e temperatura

A avaliagdo do percentual de germinagdo de cipselas de B.
dracunculifolia em diferentes substratos e temperaturas, por intermédio da andlise de
variancia e as médias comparadas pelo teste Tukey (p <0,05) (Figura 7), foram detectadas
diferencas estatisticas entre os tratamentos estudados, sendo a média de 30,67%.

Os diferentes substratos avaliados sob fotoperiodo de 12 h, em duas
temperaturas constantes de 15 °C e 20 °C tiveram como melhor tratamento o papel com
nistatina a 15 e a 20 °C, seguidos de vermiculita nas duas temperaturas testadas e substrato
inerte a 15 °C, ¢ o menos satisfatorio foi o substrato inerte a 20 °C. Os resultados sao mais
baixos ao serem comparados com as maiores porcentagens (80%) de germinacdo a 15 ¢ a
20 °C na presenca de luz, com papel e nistatina, de Gomes e Fernandes (2002).

O desempenho do teste de germinacdo para B. dracunculifolia foi
melhor em papel com nistatina, em relagdo aos outros substratos avaliados. Com isso,

fixou-se o papel para a condugdo dos testes posteriores.
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Figura 7. Percentual de germinacdo de cipselas de B. dracunculifolia em diferentes
substratos e temperaturas. Letras diferentes sobre as barras das médias diferem

estatisticamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste Tukey, Campinas-SP.



39

4.2.5.2. Avaliacao da temperatura e fotoperiodo

Avaliagdo da porcentagem de germinacdo de cipselas de B.
dracunculifolia em diferentes temperaturas e fotoperiodo seguidas do teste Tukey,
detectaram diferengas estatisticas entre os tratamentos estudados a 5% de probabilidade,
sendo a média de 30,5%, Figura 8.

Os tratamentos foram conduzidos apenas em papel com nistatina
nas temperaturas constantes de 15 °C e 20 °C e alternadas de 15-20 °C com fotoperiodo
alternado (12 horas luz) e escuro constante, encontraram que os melhores tratamentos
foram a temperatura constante de 20 °C sob fotoperiodo alternado (50%), temperaturas
alternadas de 15-20 °C também sob fotoperiodo alternado (46%) e temperaturas alternadas
de 15-20 °C sob escuro (44%). Os outros tratamentos ndo diferiram entre si
estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade, sendo o menor tratamento a 15 °C e
escuro (12%). As porcentagens de germinagdo sdo menores ¢ semelhantes se comparadas
aos melhores resultados de Gomes e Fernandes (2002), que encontraram 80% de
germinagdo a 15 e 20 °C, na presenga de luz e a 15 °C no escuro e, 60% a 30 °C. Todavia,
Ferreira et al. (2001), avaliaram sementes de B. trimera, ¢ encontraram baixos percentuais
de germinagao, abaixo de 20% em qualquer temperatura de 20 a 30 °C.

A baixa taxa de germinacdo no escuro € comum a varias espécies
tropicais (KLEIN e FELIPPE, 1992; TEKETAY, 1997; TEKETAY e GANSTROM,
1997). Todavia, conforme Felippe e Silva (1984), a resposta a luz varia com a temperatura
em que as cipselas foram incubadas.

Segundo Takaki (2001), o fotoblastismo esta relacionado as formas
do fitocromo que controlam a geminagao, ja que todas as sementes possuem esse pigmento
e este seria responsavel pela percepcdo das condicdes de luminosidade do ambiente.
Geralmente, as condigdes ambientais exigidas para a germinagao estdo relacionadas com as
condigdes ecologicas predominantes no habitat da espécie. Frequentemente, as
temperaturas em que ocorrem as maiores taxas germinativas correspondem aos valores
registrados nas épocas e microambientes mais propicios para o recrutamento de plantulas
(BASKIN e BASKIN, 1992).

Considerando o estado nao domesticado da espécie em questao,
estabeleceram como condi¢do ideal para comparacdo de outras populagdes de B.

dracunculifolia o tratamento de 20 °C com fotoperiodo alternado.



40

9y )]

o o
1 1
-

i
o
1

M
o
1

Porcentagem de Germinac¢io
= w
o o

B B
15°C 20°C 15-20°C 15°C 20°C 15-20°C
luz/escuro luz/escuro luz/escuro escuro escuro escuro

o

Temperaturas e Fotoperiodo
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temperaturas e fotoperiodo e médias comparadas pelo teste Tukey. As médias seguidas
pela mesma letra, sobre as barras das médias, ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel

de 5% de probabilidade, Campinas-SP.

4.2.5.3. Avaliacio do armazenamento em médio prazo

A avaliacdo da porcentagem de germinacdo de cipselas de B.
dracunculifolia em 3, 6 ¢ 9 meses de armazenamento sob temperatura de 6°C, em substrato
de mudas e gerbox, por intermédio da andlise de varidncia e as médias comparadas pelo
teste Tukey (p <0,05) (Figura 9), foram detectadas diferencas estatisticas entre os
tratamentos estudados a 5% de probabilidade, sendo a média de 40,52%.

Os resultados para os lotes armazenados sob temperatura de 6°C
(médio prazo) ndo baixaram a taxa de germinacao ao longo do tempo.

O teste conduzido com cipselas armazenadas por 9 meses
apresentou a maior taxa de germinacdo (68%) em substrato de mudas. Os testes com lotes
armazenados por 3 e 9 meses nao diferiram estatisticamente entre si (p<0,05) em condigdes
de substrato de mudas. Giordani e Silveira (2007), estudando sementes de Vernonieae
(Asteraceae), apoOs trés meses de armazenamento ndo ocorreu germinacdo. Todavia
Santana e Carvalho (2006) verificaram que sementes de Baccharis trimera armazenadas
em geladeira (4 a 7 °C) apresentaram um percentual médio de germinacao de 25,58%, um
pouco inferior aos melhores resultados encontrados neste trabalho.

A conservacao das sementes ¢ de grande importancia, uma vez que
tem funcdo bésica de preservar a qualidade fisioldgica das mesmas, sendo essa preservacao

possivel porque o armazenamento uma vez aplicado de modo adequado vai diminuir a
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velocidade de deterioragdo, que se caracteriza por ser um processo irreversivel (CABRAL

et al., 2003).

o 80 - .

S70 -

<

= |

g 60 A -

=5n AR AE

"3

3 40 N

230 - i BC

E‘ED |

=

E 10 | .

L)

'E' D T T T T T 1

= 3 meses 3 meses b meses 0 meses 9 meses 9 meses
gerbox substrato gerbox substrato gerbox substrato

mudas mudas mudas

Perindo de armaz enamento e Substratos

Figura 9. Percentual de germinacao de cipselas de B. dracunculifolia por 3, 6 ¢ 9 meses de
armazenamento sob temperatura de 6 °C, em substrato de mudas e em gerbox. As médias
seguidas pela mesma letra, sobre as barras das médias, ndo diferem estatisticamente entre
si ao nivel de 5% de probabilidade, Campinas-SP.

4.2.5.4. Avaliacao das populacoes naturais: Campos do Jordiao, Campinas e Ubatuba

A porcentagem de germinacdo de cipselas de B. dracunculifolia das
populagdes naturais de Campos do Jorddao, Campinas e Ubatuba em gerbox e substrato de
mudas, por intermédio da anélise de variancia e as médias comparadas pelo teste Tukey (p
<0,05) (Figura 10), avaliadas durante 30 dias, a média geral foi de 49,64%.

Comparando as taxas germinativas das amostras populacionais de
Campos do Jordao, Campinas e Ubatuba, observa-se estatisticamente o destaque para o
lote de Campinas, com as maximas porcentagens (76% gerbox e 73% substrato de mudas)
e para Campos do Jordao com as minimas (13% gerbox e 5% substrato de mudas).

Em todos os testes com o lote proveniente de Campos de Jordao a
porcentagem de germinagdo apds 30 dias mostrou-se muito baixa, variando de 5 a 13%.
Entretanto, aproximadamente 75 dias ap6s o inicio do teste em substrato de mudas,
observou-se uma média de 19% de germinagdo total, evento que nao foi observado nos
testes com as populagdes de Campinas e Ubatuba. E possivel que essa populagio de clima

mais frio apresente algum mecanismo de dorméncia, germinando posteriormente.
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Figura 10. Percentual de germinacdo de cipselas de B. dracunculifolia das populagdes
naturais de Campos do Jordao, Campinas e Ubatuba em gerbox e substrato de mudas. As
médias seguidas pela mesma letra, sobre as barras das médias, ndo diferem estatisticamente
entre si ao nivel de 5% de probabilidade, Campinas-SP.

4.2.5.5. Avaliacao de resisténcia a dessecacao

A porcentagem de germinagdo de cipselas de B. dracunculifolia
armazenadas a -20 °C por 45 dias com umidade de 3,3%, das populagdes de Campos do
Jordao e do CPQBA em substrato de mudas e gerbox, por intermédio da andlise de
variancia e as médias comparadas pelo teste Tukey (p <0,05) (Figura 11), a média geral foi
de 27,52%.

Os dois lotes de cipselas armazenados -20 °C por 45 dias com
umidade de 3,3% apresentaram de baixa a mediana taxa de germina¢do (maxima de 49% -
lote julho/2012/CPQBA), entretanto em nenhum dos testes a germinac¢do foi nula. Os
resultados foram diferentes estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de probabilidade para

os lotes das sementes do CPQBA (44 e 49%) e de Campos do Jordao (4 e 13%).
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Figura 11. Percentual de germinacdo de cipselas de B. dracunculifolia das populagdes de
Campos do Jordao e CPQBA em substrato de mudas e gerbox em resisténcia a dessecacao.
Letras diferentes sobre as barras das médias diferem estatisticamente entre si ao nivel de
5% de probabilidade, Campinas-SP.

Analisou-se por intermédio da andlise de variancia o indice de
velocidade de emergéncia de plantulas das populagdes naturais de Campos do Jordao,
Campinas e Ubatuba em substrato de mudas e gerbox e as médias foram comparadas entre
si pelo teste Tukey (p <0,05) (Figura 12), a média geral foi de 1,68.

O maior indice de velocidade de emergéncia de plantulas foi para
Campinas/gerbox e substrato de mudas e Ubatuba/gerbox, e o menor percentual foi para

Campos/ substrato de mudas.
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Figura 12. Indice de velocidade de emergéncia das plantulas de B. dracunculifolia das
populagdes naturais. As médias seguidas pela mesma letra, sobre as barras das médias, nao
diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade, Campinas-SP.
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O indice de velocidade de emergéncia (IVE) apresentou relagdo
estatisticamente significativa com os substratos testados das populagdes naturais (¥ =
1,709. x> + 6,025. x + 4,178; r = 0,99; p<0,05), o modelo linear foi o melhor, sendo a
tendéncia de aumento de IVE nas populacdes naturais proporcionalmente ao substrato
utilizado (papel em gerbox).

As cipselas de B. dracunculifolia submetidas a redugdo de umidade
e armazenamento em baixa temperatura (-20 °C) foram capazes de germinar, ainda que em
taxas reduzidas comparadas a germinacdo do mesmo lote recém-colhido. Dessa maneira, ¢
possivel afirmar que esta espécie apresenta comportamento ortodoxo, sendo viavel a
formagao de um banco de germoplasma e a conservagao ex situ em longo prazo.

O armazenamento em médio prazo, sem redu¢do da umidade inicial
em temperatura de 6 °C por 9 meses nao indicou comprometimento na taxa de germinagao,
ao contrario do que foi relatado por Gomes e Fernandes (2002). Tal divergéncia pode ser
relacionada a variabilidade genética dos lotes, uma vez que ambos os trabalhos foram
conduzidos com populagdes naturais, ndo cultivadas.

A amostra da populacdo proveniente do municipio de Campos do
Jordao apresentou baixa taxa germinativa, comparado com as amostras de Campinas e
Ubatuba. Além disso, foi detectada germinacdo tardia no experimento conduzido em
substrato de mudas, ou seja, algumas cipselas germinaram apods os 30 dias estabelecidos
para a contagem do teste de germinacgao.

O estudo da biologia da B. dracunculifolia, a caracterizacdo das
populagdes naturais no estado de Sao Paulo, o armazenamento das sementes e a construcao
de um banco de germoplasma sdo especialmente importantes ndo so6 pelo ponto de vista
comercial, mas também garantir a preservagdo da variabilidade genética deste
representante da mata atlantica, contribuir para posteriores estudos dos compostos
especializados medicinais e viabilizar o cultivo de variedades melhoradas geneticamente

para exploragdo comercial de seus subprodutos, como o 6leo essencial e a propolis verde.
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4.3. Conservacao e Diversidade das Populacoes Naturais

4.3.1 Avaliaciao da qualidade e quantidade de DNA

A qualidade visual das moléculas de DNA genomico foi bastante
satisfatoria e pode ser observada no gel apresentado na Figura 13, representada pelas
amostras de DNA da subpopulacao III de Campinas. As bandas do DNA genomico,
apresentaram-se bem definidas, sem ocorréncia de arraste, denotando a total integridade do
DNA. Nenhuma presenga de RNA foi verificada nos perfis eletroforéticos, demonstrando

que o tratamento com RNAse foi eficiente.
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Figura 13. Perfil eletroforético dos DNAs gendmicos extraidos de tecidos foliares de B.
dracunculifolia. As quatro primeiras canaletas de cada gel apresentam um padrdo de
concentracdo de DNA conhecido (A DNA USB), Campinas-SP.

4.3.1.1. Selecao, sequenciamento dos clones positivos e desenho de primers

A partir da biblioteca gendmica construida foram obtidas
sequéncias de boa qualidade a partir de 85 colonias, sendo que, em 40 delas ndo
foram encontrados microssatélites (SSR), o que representa um indice de enriquecimento
das colonias de 47,06%. No total foram identificados 52 microssatélites, sendo todos
dinucleotideos.

Posteriormente, sintetizou-se 27 pares de oligonucleotideos que
flanqueiam os motivos SSR. Os marcadores SSR sintetizados apresentaram
porcentagem média de GC igual a 48,94%, amplificando produtos com tamanho
médio de 205,30 pb, em temperatura de anelamento média de 60,94 °C. Dos 27 SSR
sintetizados, 20 (74,07%) sdo classificados como simples e apenas sete (25,93%) sdo

compostos.
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Seis marcadores SSR sintetizados foram monomorficos e quatro
apresentaram amplificagdo especifica nos gendtipos utilizados no estudo. Oito marcadores
SSR polimorficos desenvolvidos neste estudo e trés ja sintetizados (BELINI et al., 2015 no
prelo) foram utilizados para a caracterizacdo genética das trés populacdes do estudo em

gradiente altitudinal (Tabela 10).
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Tabela 10. Marcadores SSR sintetizados, com os respectivos motivos, amplitude alélica
(SR), porcentagem de CG e classificagdo do motivo.

Locos Sequéncia (5'-3") Motivo SR %GC Classificagdo
Bd 06 FTOATCOOATOTGTGTGATGA (TG)6(CT)6  225-411 50,0 Composto
R:GGCTTAGAACGTGGAGTGGT
Bd 09 FCOCOTOOACTAACCTGTATG (GT)7 138-295 45,3 Simples
R:AAATGGAAGTTGGGAACACG
Bd 13 F:CGTGGACTACCCACCTTCTC (CAYI(CAYT 98-288 50,0 Composto
R:TCGTATCAACCTCCTAGCTGTG
Bd14  F.TGCGTTACACACATTGCTCA (AC)10 135-288 47,5 Simples
R:TCTTGCTTACGCGTGGACTA
Bd 16 F:TCTGCATAGGGCATTTTGTG (CT)6(CT)10  201-381 50,0 Composto
R:GCGAGGAAGAGAGAGATGGA
Bd 17 F:AGGGTGTACCAACGGCTAAC (AC)6 92-324 47,9 Simples
R:TGCATAGTGATTCCGATAGATG
Bd 19 F.TTTTTAGGATCGCTCCACCA (TG)6 179-367 47,5 Simples
R:CTCAAGCTATGCATCCAACG
Bd26  F:CTTCCCCTATTTGATGATGACA  (AC)21(CA)9 195-432 443 Composto
R:CGCGTGGACTAACTTGTCTTT
Bd 04M* F: TCCCGTGGTTGTTTCTTACA (TCOA(CTT)4 172-174 48,8 Composto
R:TCCGATACAGTTTATGGCTGT
Bd 06M* F: GCTGTCAATGATGCCCACTA (AC)7 220-240 47,5 Simples
R:GCCAGACTTGAACCTTGTCC
Bd 10M* F: TCATGGTTCATTGGTCTTGA (TC)17 126-172 51,3 Simples
R:CGAACAATTTGCCCATTAAC
Bd 01** F:GGTAACGGCGAGAGTGAGTT (GT6(GA)6  45-223 46,5 Composto
R:TCTCCCTCATTCATTGTACGG
Bd 03** F:GCACTGCCATAATCACAAGG (AO)17 126-371 48,8 Simples
R:GGATGGGTCCTCATAATCAAA
Bd 10**  F:GCCTGGGTGGTACATATCATT (TG)6 107-301 47,5 Simples
R:GTCACAAGACGACCCCAAAT
Bd 11**  F:GAGGCTCGCTGTTAGGATTG (CA)7 129-350 46,2 Simples
R:GCATAATCGTTGATCGGAAA
Bd21** F.CTTACGCGTGGACTACATACG (AC)9 07-229 488 Simples
R:GGCGCGAATGAATGTAAAAT
Bd 24**  F.TGGAATGGACTTTTGGGAAG (AC)7 144-380

R:CGCGTGGACTAACCTGTATG

*Marcadores ja sintetizados; ** Marcadores monomorficos.
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Levando em conta a necessidade de preservagdo, cultivo sustentado

e a caréncia de estudos genéticos de B. dracunculifolia, este trabalho pode contribuir para

estudos futuros.

Dentre os 11 SSR que foram polimérficos, destacam-se Bd 06, Bd
13, Bd 16, Bd 26 ¢ Bd 04M que apresentaram motivos compostos. O Bd 10M foi o

marcador que apresentou o maior numero total de alelos (7) e a maior amplitude

alélica foi o Bd 19.

A distribuicdo das frequéncias alélicas para os 11 locos SSR

comparando os genotipos amostrados nas trés populagdes de B. dracunculifolia

analisadas nesta pesquisa se encontra na Figura 14.
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Figura 14. Distribui¢do das frequéncias alélicas para os 11 locos SSR, estimados para 278
individuos de B. dracunculifolia. O eixo y indica a frequéncia alélica e o x o niumero do

alelo. J: Campos do Jordao; U: Ubatuba e C: Campinas, Campinas-SP.
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As oscilagdes nas frequéncias alélicas, perdas e fixacdo de
alelos, podem surgir devido a acdo da deriva genética ou da selecdo. No caso de
marcadores moleculares neutros como SSR, essas oscilacdes se desenvolvem através de
processos aleatorios. Dessa maneira, a andlise das frequéncias alélicas ¢ de grande
importancia, pois pode refletir melhor os efeitos aleatérios do que a maioria dos
parametros utilizados no estudo de genética de populacdes, uma vez que tais pardmetros
nao refletem diretamente frequéncias alélicas eventualmente muito baixas (OLIVEIRA et
al., 2002).

As andlises realizadas com os 11 locos SSR nas trés
populagdes de B. dracunculifolia indicaram polimorfismo moderado, foi observado
total de 34 alelos. A populacdo de Campos do Jordao obteve a maior propor¢ao de alelos
91,18%, seguida de Campinas 70,59% e Ubatuba 67,65%. O valor médio de alelos por
loco, considerando cada populacao foi de 3,10.

O numero total de alelos em cada populagao foi 31 para Campos
do Jorddo, 23 para Ubatuba e 24 para Campinas (Figura 15). Esses resultados
corroboram com o Unico artigo que esta no prelo, até entdo, sobre diversidade em banco
de germoplasma com marcadores microssatélites para B. dracunculifolia, esse estudo

caracterizou trés populacdes e encontrou 38 alelos (BELINI et al., 2015 no prelo).
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Figura 15. Numero de alelos em cada populagdo pelo numero de individuos por
populagdo, Campinas-SP.

Foram encontrados 11 alelos (Bd 06, Bd 09, Bd 16, Bd 17, Bd 19,
Bd 26, Bd 04M e Bd 06M) com frequéncia inferior a 1%, sendo considerados alelos
raros. A riqueza alélica média foi de 25,638 para todas as populagdes. Belini et al. (2015

no prelo), encontraram 17 alelos raros para trés populacdes. Ammar et al. (2015)
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estudando Cynara cardunculus, também da familia Asteraceae, encontraram de 2 a 16
alelos raros em seis populagdes.

A Figura 16 mostra a riqueza alélica das populagdes, que leva em
conta o tamanho amostral de cada uma delas, o0 mesmo ranqueamento observado em
relacdo ao numero de alelos fica ainda mais evidenciado. Campos do Jorddo apresentou a
maior riqueza alélica média (2,81) devido aos locos Bd 10M (6,99) e Bd 06M (4,00),
seguida de Campinas (2,15) representado pelos locos Bd 10M (6,68) e Bd 09 (4,00) ¢ a
menor riqueza alélica média encontrada foi de Ubatuba (2,03) e os locos que contribuiram

foram Bd 10M (6,66) e Bd 09 (3,62).
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Figura 16. Riqueza alélica (R) dos 11 locos nas trés populagdes de B. dracunculifolia,
Campinas-SP.

Os marcadores SSR desenvolvidos para o presente estudo
apresentaram, em média, diversidade genética intermedidria. O loco Bd 16 apresentou a
menor diversidade (0,135) enquanto o loco Bd 10M foi o mais polimorfico, com valor de
Hg igual a 0,729 (Tabela 11). Esses resultados foram menores e semelhantes aos
encontrados por alguns autores estudando diversas espécies da familia Asteraceae,
Ammar et al. (2015) para Cynara cardunculus, encontraram Hg de 0,63 a 0,74; Habber

(2008) estudando Lychnophora pinaster, observou de 0,599 a 0,918.

A populagao de Campos do Jordao apresentou maior diversidade
genética Hg (0,446), seguida de Campinas (0,239) ¢ de Ubatuba (0,157). As populacdes
do presente estudo ndo estdo na mesma propor¢ao antropogénica, pois Campos do Jordao
possui maior variabilidade genética que Campinas e Ubatuba.

Foi observado diferenca significativa quanto aos valores médios
de heterozigosidade esperada ou diversidade genética de Nei entre todas as populagdes

como pode ser observado na figura 17.
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Tabela 11. Heterozigosidade esperada (Hg) por loco e por populacio de B.
dracunculifolia.

Locos Campos do Jordao Ubatuba Campinas Média
Bd 06 0,578 0,000 0,000 0,193
Bd 09 0,453 0,378 0,669 0,500
Bd 13 0,498 0,487 0,361 0,449
Bd 14 0,164 0,068 0,315 0,182
Bd 16 0,404 0,000 0,000 0,135
Bd 17 0,411 0,000 0,000 0,137
Bd 19 0,444 0,000 0,000 0,148
Bd 26 0,000 0,000 0,492 0,164
Bd 04M 0,662 0,000 0,000 0,221
Bd 06M 0,530 0,079 0,095 0,235
Bd 10M 0,767 0,716 0,703 0,729
Média 0,446 0,157 0,239
0,5 -
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0,2 -
0,15 - !
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Figura 17. Intervalo de confianca a 95% das médias populacionais de B. dracunculifolia
de heterozigosidade esperada (Hg), Campinas-SP.

A frequéncia de heterozigotos foi superior na populagdo de
Campos do Jorddo (Ho = 0,363), seguido de Campinas (Ho = 0,178) e de Ubatuba (Ho =
0,119) (Tabela 12). Foi observado diferenga significativa entre todas as populagdes (Figura

18).
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A heterozigosidade média esperada em Equilibrio de Hardy
Weiberg Hg (0,272) foi, relativamente, maior do que a heterozigosidade observada Hop
(0,212), em todas as populagdes, indicando certo nivel de endogamia nas 3 populagdes
estudadas, confirmadas através do valor médio de Fig (0,286). A populagdo de Campinas
apresentou o maior Fig (0,257), seguida da populagdo de Ubatuba (0,244) e de Campos
do Jordao (0,187) (Tabela 13), todavia nao foram significativamente diferentes, como
pode ser observado na Figura 19. Entretanto, Belini et al. (2015 no prelo), encontraram
excesso de heterozigotos nas trés populacdes estudadas de B. dracunculifolia.

A presenca de alelos nulos pode causar Vviés na
heterozigosidade observada em relagdo Hg em Equilibrio de Hardy- Weinberg (EHW).
A ocorréncia de alelos nulos acarreta no aumento da homozigose aparente e redugdo da
heterozigose aparente, visto que individuos heterozigotos poderdo ser interpretados
como homozigotos.

Foram detectadas a presenca desses alelos nos locos Bd 06, Bd
16, Bd 17 e Bd 26, o que pode ser uma das causas para esses locos ndo estarem em EHW,

além de outros fatores como a presenca de endogamia intrapopulacional. Também foram
observados valores médios de Fig na maioria dos locos, o que favorecem a interpretagdo
de que os gendtipos analisados sdo endogamicos, provavelmente devido ao cruzamento

de individuos aparentados nas subpopulagdes, uma vez que a espécie ¢ dioica.
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Tabela 12. Heterozigosidade observada (Hop) por loco e por populagio de B.
dracunculifolia.

Locos Campos do Jordao Ubatuba Campinas Média
Bd 06 0,296 0,000 0,000 0,099
Bd 09 0,046 0,388 0,564 0,332
Bd 13 0,365 0,247 0,270 0,294
Bd 14 0,180 0,070 0,392 0,214
Bd 16 0,562 0,000 0,000 0,187
Bd 17 0,579 0,000 0,000 0,193
Bd 19 0,667 0,000 0,000 0,222
Bd 26 0,000 0,000 0,000 0,000
Bd 04M 0,486 0,000 0,000 0,162
Bd 06M 0,347 0,082 0,100 0,176
Bd 10M 0,463 0,519 0,633 0,538
Média 0,363 0,119 0,178
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Figura 18. Intervalo de confianca a 95% das médias populacionais de B. dracunculifolia
de heterozigosidade esperada (Hg), Campinas-SP.
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Tabela 13. Coeficiente de endogamia (Fig) por loco e por populagdo de B. dracunculifolia.

Locos Campos do Jordao Ubatuba Campinas M¢édia
Bd 06 0,489 NA NA 0,163
Bd 09 0,898 -0,025 0,157 0,343
Bd 13 0,267 0,493 0,252 0,337
Bd 14 -0,099 -0,036 -0,244 -0,126
Bd 16 -0,391 NA NA -0,130
Bd 17 -0,407 NA NA -0,136
Bd 19 -0,500 NA NA -0,167
Bd 26 NA NA 1 0,333
Bd 04M 0,265 NA NA 0,088
Bd 06M 0,345 -0,043 -0,053 0,083
Bd 10M 0,396 0,275 0,099 0,257
0,4 -
0,3 -
0,2 -
01 - 2 3 } }
0
Campos do Jorddo Ubatuba Campinas
0,1 -
0,2 -

Figura 19. Intervalo de confianca a 95% das médias populacionais de B. dracunculifolia
de coeficiente de endogamia (Fig).

4.3.3 Estrutura Populacional
Os valores das estimativas do Fgr (0,304) e Rgr (0,414) indicam
que existem fortes indicios de estruturacao na amostra total. Belini et al. (2015 no prelo),

observaram valores menores de Fsr(0,052) e Rgr(0,074) para as populagdes de Ouro Fino

(estado de Minas Gerais, 908 m de altitude) e Franca (estado de Sao Paulo, 1040 m de
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altitude), apesar das populacdes serem de dois estados brasileiros, as altitudes foram

proximas, o que pode explicar a baixa estruturacdo das populagdes.

A Tabela 14 mostra que as estimativas das estatisticas F de Weir e

Cockerham e do Rgr obtidas foram significativamente diferente de zero.

Tabela 14. Estimativa das estatisticas F de Weir e Cockerham, e Rgr nas trés populagdes
de B. dracunculifolia.

Frr Fis Fsr Rsr
Estimativa 0,463 0,286 0,304 0,414
Limite inferior (IC 95%) 0,429 0,071 0,256 -
Limite superior (IC 95%) 0,495 0,556 0,351 -

Ubatuba apresenta os menores valores de Fgp par a par em
relagdo as demais populagdes, enquanto em Campos do Jorddo podemos observar os
maiores valores de Fgt par a par (Tabela 15). Em fungao do alto valor de Fgr detectado no
estudo e da distancia geografica, provavelmente ndo existe fluxo génico significativo entre
as populagdes. Segundo Wright (1978), para valores de Fgr iguais ou acima de 0,25,
considera-se que existe diferenciagdo grande; valores entre 0,15 a 0,25 indicam
diferenciagdo mediana. Nao foi observado fluxo génico entre as populagdes de B.
dracunculifolia estudadas, visto as distancias entre elas, sendo Campinas e Ubatuba a

maior distancia.

Tabela 15. Matriz de Fsr par a par entre as trés populagcdes de B. dracunculifolia
analisadas.

Campos do Jordao Ubatuba Campinas
Campos do Jordao
Ubatuba 0,359
Campinas 0,354 0,144

No teste exato de Fisher para aderéncia ao Equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW) apresentado na Tabela 16, as populagdes cujos gendtipos nao
aderiram as porpor¢des de EHW podem estar sujeitas as consequéncias da deriva

genética, endogamia ou a presenca de alelos nulos.
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Tabela 16. p-valor do Teste Exato de Fisher para verificacao de aderéncia ao EHW por
loco e por populagdo. a = 0,0005 (corre¢do de Bonferroni sobre 99 combinacdes). Valores
com asterisco sao os locos que aderem as proporcdes esperadas. NA indica que os
respectivos locos sao monomorficos

Campos do Jordao Ubatuba Campinas
Bd 06 0,0000 NA NA
Bd 09 0,0000 0,0002 0,0000
Bd 13 1,0000* 1,0000* 0,0195%*
Bd 14 0,0004 NA NA
Bd 16 0,0002 NA NA
Bd 17 0,0422%* 0,0000 0,0201*
Bd 19 0,0001 NA NA
Bd 26 NA NA 0,0000
Bd 04M 0,0000 1,0000* 1,0000*
Bd 06M 0,0000 NA NA
Bd 10M 0,0000 0,0000 0,0000

O teste aplicado ¢ considerado conservador devido a correcao de
Bonferroni para varios testes, o que consiste em dividir o nivel nominal de probabilidade
do teste (5%) pelo nimero de testes (n® populagdes amostradas x n° locos) (BAJAY,
2014). Dessa forma, o nivel nominal ajustado de probabilidade assume valores muito
baixos para a rejeicao da hipotese de nulidade. Todavia, os resultados do teste exato se
mostraram mais confidveis que testes baseados em y° ou razdo de verossimilhanca,
quando a andlise envolve amostras pequenas e locos multialélicos, nos quais a
ocorréncia de classes genotipicas de baixa frequéncia ¢ muito comum.

Para verificar se os desvios do EHW se devem a presenga de alelos
nulos aplicou-se o algoritmo de Brookfield (1996), com maiores valores para frequéncia de
alelos nulos indicam que hé caréncia de heterozigotos enquanto os valores negativos ou
proximos de zero indicam auséncia de alelos nulos. Apos a analise deste resultado, sugere-
se que as populagdes ndo estdio em EHW para os locos Bd 06 e Bd 26 devido a presenca de

alelos nulos (Tabela 17).



57

Alelos nulos ocorrem devido a mutagdes na regido de anelamento do primer
levando a observagdo de excesso de homozigotos, logo, mesmo se a regido de interesse
(amplicon do SSR) for uma forma alternativa de alelo, ela ndo seria identificada, pois nao

foi possivel amplificar aquele fragmento.

Tabela 17. Teste de algoritmo de Brookfield (1996) para os locos nas populagdes de B.
dracunculifolia para verificar preseng¢a de alelos nulos.

Bd06 Bd09 Bdli4 Bdl6 Bdl7 Bdl13 Bdl19 Bd26 Bd6M Bd4M Bd10M

Fo 0,246 0,206 -0,019 -0,010 -0,011 0,159 -0,011 0,274 0,105 0,161 0,152
Fv 0,245 0,207 -0,020 -0,010 -0,011 0,158 -0,011 0,272 0,103 0,160 0,150
2,5% 0,188 0,150 -0,028 -0,015 -0,017 0,107 -0,018 0,217 0,064 0,109 0,105
97,5% 0,305 0,264 -0,012 -0,005 -0,006 0,208 -0,006 0,330 0,152 0,216 0,196

Fo: frequéncia de alelos nulos observada; Fy: frequéncia mediana de alelos nulos.

Para maior eficiéncia da informacao obtida com a caracterizacao
destes locos microssatélites, ¢ necessario que eles sejam independentes. Portanto, para
constatar isto foi realizada andlise de desequilibrio de ligacdo e foi encontrado
significativo desequilibrio de liga¢do nos pares de locos Bd 16 e Bd 17, Bd 17 e Bd 06M,
Bd 16 e Bd 09, Bd 16 e Bd 06. Logo, realizou-se as andlises de estruturagdo subsequentes
excluindo-se os locos Bd 16, Bd 17 devido a redundancia e os locos Bd 26 ¢ Bd 06 pela
frequéncia de alelos nulos.

O programa STRUCTURE 2.2 (PRITCHARD et al., 2000) foi
utilizado para agrupar as subpopulagdes em “clusters” de acordo com a abordagem
bayesiana. Utilizou-se o modelo “admixture model” com frequéncias alélicas
correlacionadas. O estimador de Evanno et al., 2005 (Figura 20) foi usado para indicar o
valor de K que melhor acomoda a diversidade alé¢lica observada. As subpopulagdes, de
Campos do Jorddo, 1 e 2 sdo delimitadas geneticamente (Figura 21). Foi observada
diferencia¢do na populagdo Campos do Jorddo, a maior altitude, em metade dos gendtipos

da primeira area e todos encontrados na segunda.
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Deltak = mean(|L"(K)}]) / sd(L(K})

20000

15000

10000

Delta K

5000

2.0 25 30 35 a0 a5 50
K

Figura 20. Delta K de Evanno (Evanno et al., 2005) que indica que K = 2 acomoda melhor
os dados, Campinas-SP.
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Figura 21. 1-3 Campos do Jordao, 4-6 Ubatuba; 7-9 Campinas. Analise bayesiana de
agrupamento utilizando gendtipos multilocos (Evanno et al., 2005), admitindo admixture
model, contendo 2 populagdes (k=2), demonstradas pelas respectivas cores. As
subpopulagdes sdo representadas por linhas verticais coloridas. A mesma cor em
subpopulagdes diferentes indica que elas pertencem ao mesmo cluster, Campinas-SP.

O resultado da analise de coordenadas principais mostrou maior
diferenciagdo para Campos do Jorddo em relagdo as demais populagdes. A populagdo de
Ubatuba foi a que apresentou menor diversidade genética evidenciada pela menor
distribuicdo dos individuos. Além disso, as populacdes de Ubatuba e Campinas

compartilham semelhangas (Figura 22).
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Eigenvalues

Figura 22. Andlise das coordenadas principais (PCoA) de trés populagdes de B.
dracunculifolia indicando que as diferentes cores sdo conjuntos genéticos especificos,
Campinas-SP.

A analise de agrupamento (Figura 23) também mostra semelhanca
entre as frequéncias alélicas de Campinas e Ubatuba e que Campos do Jorddo ¢ a

populagdo mais diferenciada das demais.
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0,25 0,20 0,15 0,10 0,05 0

Distancia CCC =0,96

Figura 23. Padrao de divergéncia genética entre 3 populagdes B. dracunculifolia, definido pelo agrupamento UPGMA, com base na distancia
genética de Nei (1978). Coeficiente de correlagdo cofenética = 0,96, Campinas-SP.
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As matrizes das distancias geograficas foram comparadas com as
matrizes de distancias genéticas, quando as distancias geograficas sao baixas (Campos do
Jordao e Ubatuba) ndo ha correlagao positiva entre o aumento dessas distancias € o
aumento da distancia genética. No entanto, com o aumento da distdncia (Campinas e
Ubatuba, Campinas e Campos do Jorddo) a correlagdo entre a distancia geografica e a

distancia genética ¢ alta e positiva (Figura 24).

T T T

0 89 134 179 2l36
Classes de distincias geogrificas
Figura 24. Correlograma de Mantel das distancias geograficas e genéticas das trés
populagdes naturais de B. dracunculifolia. Correlagdo matricial de Pearson = 0,65,
Campinas-SP.

Como B. dracunculifolia possui sementes de caracteristica
ortodoxa e cuja viabilidade pode ser mantida por longos periodos quando armazenadas nas
condi¢des ideais ¢ sugerido planejamento de coleta de sementes provenientes dos dois
grupos formados, enfatizando que a populagdo de Campos do Jorddo, a maior altitude do
estado de Sao Paulo, por se diferenciar de Campinas e de Ubatuba, como observado nos
grupos genéticos obtidos pelo STRUCTURE, PCoA e dendrograma, merece atencao
maior, j& que a diversidade presente pode estar comprometida, pois a espécie se
desenvolve em 4reas degradadas e alteradas que por ndo estarem protegidas, podem deixar
de existir. Assim ¢ de suma importancia a conservacao, in situ € ex situ, dessas populagoes
estudadas, para que haja material para atividades futuras de pesquisa, restauracao
ecologica, cultivo e melhoramento genético. Estes grupos podem ser o ponto de inicio para

a conservacgdo do germoplasma da espécie.
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4.4. Oleo Essencial das Popula¢des Naturais

4.4.1 Rendimento dos dleos essenciais das populacées naturais

Conforme os resultados apresentados nas figuras 25, 26 ¢ 27, pode-
se observar que em média, as populacdes de Ubatuba apresentaram a melhor média de
rendimento (0,88%), com destaque para o individuo 19 de 2012 com rendimento de 2,83%,
superior a todos os individuos em relacdao as trés populacdes estudadas, seguidas das de
Campinas (0,79%), com destaque para o individuo 25 de 2012 com rendimento de 1,75%;
e com menor porcentagem de rendimento foi Campos do Jordao (0,46%), com destaque
para o individuo 21 de 2012 com rendimento de 1,40%. Esses resultados foram superiores
aos encontrados por Figueiredo et. al (2012) estudando a mesma espécie, os quais variaram
de 0,17 a 0,27%. Também foram superiores quando comparados aos resultados de Agostini
et al. (2005) que encontraram maior rendimento para B. articulata (0,5%) e menor para B.

semiserrata (0,01%).

3,000 -
2,500 -
2,000 -

1,500 -
W 2012

1,000 - m 2013

% de Rendimento

0,500

0,000
1 3 5 7 9 1113151719 21232527 29313335

Individuos de Ubatuba
Figura 25. Rendimento de dleo essencial de B.dracunculifolia das populagdes naturais de

Ubatuba, Campinas-SP.
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Individuos de Campinas

Figura 26. Rendimento de dleo essencial de B.dracunculifolia das populacdes naturais de
Campinas 2012 e 2013, Campinas-SP.

3,000

2,500

2,000

1,500

% de Rendimento

1,000

0,500

0,000

W 2012
W 2013

1 3 5 7 9 11131517 1921232527 29313335

Individuos de Campos do Jordao

Figura 27. Rendimento de 6leo essencial de B.dracunculifolia da populagdo natural de
Campos do Jordao, Campinas-SP.

4.4.2 Caracterizacio da composicio quimica dos Oleos essenciais das populacdes

naturais

Por meio da andlise da composi¢do quimica dos 6leos essenciais

das trés populacdes naturais de B. dracunculifolia, verificou-se 56 constituintes no total e

somente oito desses foram comuns as populacdes coletadas nos anos de 2012 e 2013.

Destes, dois pertencem a classe dos monoterpenos (limoneno e B-pineno) e cinco dos

sesquiterpenos (trans-nerolidol, espatulenol, d-cadineno, frans-cariofileno e a-humuleno)

(Tabela 18). Analisando os compostos dentro das populacdes, o limoneno, nas populagdes

de Campinas 2012 e 2013, apresentou a maior variacdo (0,3 a 21,4 ¢ 0,5 a 16,7,



64

respectivamente), seguidas de Campos do Jordao (0,2 a 1,1 e 1,3 a 15,9) e Ubatuba (1,8 a
9,6 ¢ 0,4 a 10,7). Para o composto B-pineno as populagdes seguiram a mesma tendéncia do
limoneno. Os sesquiterpenos também diferenciaram dentro das populagdes. O trans-
nerolidol teve maior variacdo dentro de Campos do Jorddo, principalmente para a
populagdo de 2012 (1,3 a 52,3). A populagdo de Campos do Jorddo 2012 é a mais
homogénea em compostos, possui a maior variagao de trans-nerolidol e maior propor¢ao
relativa maxima de espatulenol (Tabela 18).

O trans-nerolidol foi a substidncia majoritaria para todas as
populacdes independente do periodo de coleta (variando de 21,6 a 40,8%), seguido do
espatulenol (10,8 a 22,6%), limoneno (0,2 a 6,7%), B-pineno (0,2 a 5,6%), 6-cadineno (0,1
a 2,9%), trans-cariofileno (0,1 a 2,6%), 1-epi-cubenol (0,4 a 0,9%) e a-humuleno (0,3 a
3,3%) (Tabela 19).

As populagoes, em média, de Ubatuba 2013 e Campinas 2012
apresentaram maior propor¢do relativa de trams-nerolidol: 40,8% e 39,7%,
respectivamente. A porcentagem relativa média de espatulenol foi superior para Ubatuba
2012 (22,6%) e menor para Campinas 2012 (10,8%).

Quando analisada a classe dos monoterpenos, os dleos essenciais
da populacdo de Campinas 2013 apresentaram a maior proporcdo relativa média de
limoneno (6,7%), seguida de Campos do Jordao 2013 (6,0%) e de Campinas 2012 (5,1%).
Para o B-pineno, Campos do Jorddo 2013 obteve a maior proporcdo relativa (5,6%),
seguida de Campinas 2013 (3,9%) e de Ubatuba 2013 (2,3%).

Todos os oOleos essenciais avaliados tiveram em média, maior
porcentagem relativa de sesquiterpenos oxigenados (75,0% Ubatuba 2013, 70,1% Ubatuba
2012, 67,5% Campinas 2012, 63,0% Campinas 2013, 59,5% Campos do Jordao 2012 e
50,3% Campos do Jordao 2013), esses resultados corroboram com o estudo realizado por
Sforcin et al. (2012) para a mesma espécie. Inimeras atividades bioldgicas ja foram
comprovadas para as substancias sesquiterpénicas, o que pode indicar o 6leo essencial de
B. dracunculifolia uma fonte potencial de produtos aromaticos, sanitizantes, farmacéuticos

e terapéuticos (LIMBERGER et al., 2004; ARRUDA et al., 2005; MACEDO et al., 2002).
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Tabela 18. Composi¢ao quimica (%) do dleo essencial da parte aérea de B. dracunculifolia das populagdes naturais de Campinas, Campos do

Jorddo e Ubatuba coletadas nos anos de 2012 € 2013, Estado de Sdo Paulo.

Campinas Ubatuba Campos do Jordao
% relativa em area
12 13 12 13 12 13
Componentes IRexp Min. Max. Min. Max. Min. Max. Min. Max. Min. Max. Min. Max.
santolina trieno 908 - - - - - - 0,2 2,4 - - - -
o-tujeno 930 - - 0,1 0,7 tr tr - - - - - -
o-pineno 939 1,5 4,7 0,2 7,0 0,1 0,8 - - 0,2 7,3 0,2 6,5
sabineno 975 tr tr - - tr tr - - 0,2 1,9
B-pineno 979 0,1 6,6 0,3 20,3 4,7 10,4 0,3 8,8 0,3 2,7 0,7 14,9
mirceno 990 0,3 2,5 0,2 2,5 tr tr 0,2 1,3 - - 0,2 2,2
p-cimeno 1024 0,1 7,5 0,2 3.9 tr tr - - - - - -
limoneno 1029 0,3 21,4 0,5 16,7 1,8 9,6 0,4 10,7 0,2 1,1 1,3 15,9
linalol 1096 0,2 1,2 0,3 1,4 tr tr 0,2 0,6 0,2 1,3 - -
trans-pinocarveol 1139 - - - - - - - - 0,3 3,2 0,3 3,0
trans-sabinol 1142 - - - - - - - - 0,2 1,1 0,2 0,2
pinocarvona 1164 - - - - - - - - 0,3 2,2 0,2 1,2
terpinen-4-ol 1177 0,2 0,4 0,2 0,8 - - 0,3 5,6 - -
a-terpineol 1188 - - 0,3 0,9 tr tr 0,3 0,3 0,4 2,0 0,2 0,8
mirtenol 1195 - - - - - - - - 0,4 1,5 0,2 3,5
trans-carveol 1216 - - - - - - - - 0,3 1,8 - -
carvona 1243 - - - - - - - - 1,1 9,2 - -
acetato de nerila 1361 - - - - - - - - 0,4 1,7 - -
o—copaeno 1374 - - - - - - - - 0,2 0,7 - -
B-elemeno 1390 0,3 0,8 - - tr tr - - - - - -
trans-cariofileno 1419 0,8 7,1 0,2 3,6 tr tr 0,9 2,7 0,8 6,3 0,6 3,1

aromadendreno 1441 tr tr 0,3 3,1 0,3 0,7 0,3 0,6 1,0 1,1 - -



o-humuleno

oxido de cabreuva B
oxido de cabreuva D
amorfa 4,7 (11) dieno

germacreno D

trans-muurola-4(14),5-dieno
biciclogermacreno

o-muuroleno
Y-cadineno
0-cadineno

trans-nerolidol

espatulenol

oxido de cariofileno

globulol
viridiflorol

salvial-4(14)-en-1-ona

ledol
B-oplopenona

humuleno epoéxido 11

1-epi-cubenol

muurola-4,10(14)-dien-1-B-ol

epi-a-cadinol

epi-a-muurolol

o-muurolol
cubenol
a-cadinol
o-santalol
kusinol

1454
1464
1480
1481
1485
1493
1500
1500
1513
1523
1563
1578
1583
1590
1592
1594
1602
1607
1608
1628
1631
1640
1642
1646
1646
1654
1675
1680

germacra-4(15),5,10 (14)-trien-1-0-ol 1686

0,4
0,4
0,61

0,6

0,3
tr
0,5
1,0
24.5
5,6
2,2

1,4
1,6
1,7

13,1

10,3
tr
1,4
4,7
53,3
20,9
6,3

0,3
0,2
0,2
0,2
1,2
0,4
0,3
0,5
11,6
53
2,6
0,2
tr
0,2
0,9
04

0,9
1,9
1,4
7,1
9,5
9,6
3,3
3,3

48,6
27,4

6,1
3.8
tr
1,5
4,0
3,2

0,6
1,3
0,2
1,1
0,6
tr
0,4
0,6
8,8
11,3
3,2
0,2
0,3
0,3
0,7
0,7

0,5

1,3

1,4
3,0
2.4
6.9
6.9
tr
1,4
4,7
55,2
41,7
8,9
3,0
3,2

12
2,0
6,8

1,4

6,0

0,9

15,5
11,9

2,7
tr
tr

0,3
0,2

0,5
0,9
tr

2,6

57,5
33,6

6,5
tr
tr

1,0

0,8

2,9

2,6
tr

10,4
1,6
1,1

5,3
3,8
1,9
12

523

53,7
19,1

0,2

0,5

0,4

0,5
0,4
6,3
14,6

0,9

4,6

52

0,9
2.8
38,5
40,1
11,7
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eudesma-4(15),7-dien-1- B-ol
shiobunol
cis-farnesol

trans-farnesol

1688
1689
1715

1741

0,7

0,3

0,4

1,1

0,4
0,4

7,1
1,1
2,6

0,4

2,6

*[Rexp: indice de retengdo; tr: trago; -:

auséncia de substancia; Min.: porcentagem minima; Max.: porcentagem maxima.
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Tabela 19. Composicdo quimica média (%) do Oleo essencial da parte aérea de B.
dracunculifolia das populac¢des naturais de Campinas, Campos do Jordao e Ubatuba coletadas

nos anos de 2012 e 2013, Estado de Sdo Paulo.

Campinas  Ubatuba Campos do Jordao

% relativa em area

2012 2013 2012 2013 2012 2013

Componentes IRy,
santolina trieno 908 - - - 0,9 - -
a-thujeno 930 - 0,1 tr - - -
a-pineno 939 1,5 1,5 0,4 - 0,9 1,6
sabineno 975 tr - tr - 0,4 -
B-pineno 979 1,8 3,9 1,8 2,3 0,2 5,6
mirceno 990 0,9 0,8 tr 0,4 - 0,5
p-cimeno 1024 0,5 0,1 tr - - -
limoneno 1029 5.1 6,7 1,9 4,1 0,2 6,0
linalol 1096 06 03 tr 01 0,2 -
trans-pinocarveol 1139 } - - - 0,2 0,8
trans-sabinol 1142 - - - - 0,1 tr
pinocarvona 1164 - - - - 0,5 0,4
terpinen-4-ol 1177 03 - 0,1 - 2,1 -
a-terpineol 1188 - 0,2 tr tr 0,8 0,3
mirtenol 1195 - - - - 0,6 1,0
trans-carveol 1216 - - - - 0,9 -
carvona 1243 B - - - 3,6 -
acetato de nerila 1361 - - - - 0,1 -
o—copaeno 1374 - - - - 0,2 -
B-elemeno 1390 0,5 - tr - - -
trans-cariofileno 1419 2.6 1,3 tr 1,6 0,1 1,2
aromadendreno 1441 U L1 02 02 Tr -
a-humuleno 1454 0,7 0,5 0,8 0,6 3,3 0,3
6xido de cabreuva B 1464 1,0 0,6 - 0,6 0,7 -
oxido de cabreuva D 1480 L1 0,7 0,8 0,6 Tr -
amorfa 4,7 (11) dieno 1481 - 23 0,9 3,3 - -
germacreno D 1485 4.9 - - - 3,0 1,9
trans-muurola-4(14),5-dieno 1493 : N 3.4 - - -
biciclogermacreno 1500 49 45 32 33 - 1,9
tr 2,2 tr - 1,5 -

o-muuroleno 1500
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Y-cadineno 1513 09 06 04 - 0,7 0,2
§-cadineno 1523 2.9 2,2 2,0 1,6 0,1 1,5
trans-nerolidol 1563 39,7 334 32,7 408 24,0 21,6
espatulenol 1578 10,8 183 22,6 19,6 19,6 18,1
6xido de cariofileno 1583 3.5 45 - 4,0 54 4,7
globulol 1590 - 08 53 - 0,9 tr
viridiflorol 1592 tr - 0,8 tr - -
salvial-4(14)-en-1-ona 1594 - - - tr - -
ledol 1602 L7 - Ly - - -
B-oplopenona 1607 - 0,2 - 0,4 - -
humuleno epdxido 11 1608 } : : - 0,2 -
1-epi-cubenol 1628 0,6 0,7 0,6 0,4 0,9 0,5
muurola-4,10(14)-dien-1-B-ol 1631 0.8 - 1,2 - - :
epi-a-cadinol 1640 2.7 - 2,0 - - -
epi-a-muurolol 1642 - - - - 0,8 -
a-muurolol 1646 - 2,0 0,8 1,2 1,0 1,9
cubenol 1646 - 1,0 - 1,7 tr 0,7
a-cadinol 1654 3.7 - 2,9 tr 1,0 -
o-santalol 1675 - - - - 0,6 -
kusinol 1680 - - - - - 2,3
germacra-4(15),5,10 (14)-trien-1-0-ol 1686 - - - - 0,8 -
cudesma-4(15),7-dien-1- B-ol 1688 1.9 - 3,4 - 3,4 -
shiobunol 1689 - - - - 0,2 -
cis-farnesol 1715 - 0.8 - 0,7 - 0,5
trans-farnesol 1741 - - - 0,1 - -
% de Identificacdo 95,6 91,3 90,1 88,5 79,2 73,5
Monoterpenos hidrocarbonetos 9,8 13,1 4,1 7,7 1,7 13,7
Monoterpenos oxigenados 0,9 0,5 0,1 0,1 9,1 2,5
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 17,4 14,7 10,9 10,6 8,9 7,0
Sesquiterpenos oxigenados 67,5 63 75 70,1 59,5 50,3
Desvio Padrao 7,8 6,9 7,7 9,3 5,1 5,6

*IReyp: indice de retengdo; tr: traco; -: auséncia de substancia.
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Utilizou-se da Andlise de Componentes Principais (PCA) como
ferramenta para analise exploratoria e de reconhecimento de padrdes, para verificar se as
populagdes estudadas nas trés altitudes formariam diferentes padroes de dleo essencial, e
também, analisaram-se as caracteristicas quantitativas dos padrdes, o que permitiu extrair
informacdes pertinentes a respeito do perfil quimico do 6leo essencial, revelando existéncia de
tendéncias intrinsicas subjacentes aos dados, com formagdo de trés agrupamentos, cada um
correspondendo as populagdes de B. dracunculifolia em relacdo as altitudes.

A Figura 28A-B, apresenta a projecdo dos pontos experimentais nos
eixos definidos pelas duas primeiras componentes principais, que exprimiram 72,08% da
variagdo original dos dados (CPl: 46,66% e CP2: 25,42%); suficiente para sustentar a
hipdtese alternativa da existéncia de divergéncia quimica interpopulacional no 6leo essencial
de B. dracunculifolia, sob o ponto de vista quantitativo.

A tabela 20 apresenta a divergéncia quimica interpopulacional do 6leo
essencial, sob o ponto de vista qualitativo, pois cada populagdo foi formada por grupos
distintos de compostos quimicos minoritarios. Apesar de serem pouco estudados, os
compostos minoritarios presentes nos 6leos essenciais também exercem um papel importante
nas fungdes bioldgicas dos metabolitos secundarios, por exemplo, o 6leo essencial de
Cinnamomum zeylanicum, mostrou maior efeito antifingico que o composto isolado B-pineno,
indicando um efeito sinérgico entre os fitoquimicos presentes no dleo essencial avaliado. O
efeito sinérgico do B-pineno com outros compostos (canfeno, linalol, felandreno, limoneno, p-
cimeno, etc) pode exercer maior atividade antifingica (MOREIRA et. al, 2007). Segundo
Purnhagen (2010) as substancias presentes em menor quantidade contribuem para a acao
biologica dos terpenos possivelmente pelo sinergismo entre os componentes.

O gréafico de dispersdo indica que, dos constituintes que foram
identificados, nas populacdes de Campinas e Ubatuba dos anos de 2012 e 2013, os espécimes
estdo correlacionados com o acimulo de sesquiterpenos. Nas populagdes de Campos do
Jordao dos anos de 2012 e 2013, os espécimes correlacionaram com o acumulo de

sesquiterpenos € monoterpenos.
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Figura 28 A-B. Dispersdo das seis populagdes de Baccharis dracunculifolia em trés grupos
pela PCA A. Dispersao dos trés componentes principais da PCA, espécimes de populagdes
naturais de Campinas, Ubatuba e Campos do Jordao B.
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Tabela 20. Divergéncia quimica interpopulacional da PCA, sob o ponto de vista qualitativo.

Ubatuba Campinas Campos do Jordao
globulol 2012 B-elemeno 2012 epi-o-muurolol 2012
a~-muurolol 2012 oxido de cabreuva D 2012 germacra-4(15), 5, 10(14)-trieno-1a-ol_2012
ledol 2012 carvona 2012
muurola-4,10(14)-dieno-13-01_2012 a-terpineol 2012

a-santalol-(Z) 2012
terpineno-4-ol 2012
trans -carveol 2012

Para confirmacdo das tendéncias reveladas a priori (PCA), foi
conduzida provaciao através do método supervisionado de Analise Discriminante (LDA)
(Figura 29 A-B). Foi estimada a medida de significancia do lambda de Wilks para validacao
da hipotese alternativa.

As fungdes F1 e F2 foram responsaveis por descrever os respectivos
88,75% e 11,25% (total de 100%) da variabilidade contida nos dados originais e foram
observados alguns acessos de Campinas com comportamento atipico, ou seja, inseridos na
linha do eixo das populagdes de Ubatuba. A posteriori, constatou que os agrupamentos
quimicos coadunaram-se com as tendéncias reveladas pela anélise exploratoria (PCA), mesmo
que alguns acessos interligaram as elipses das populagdes de Campinas e de Ubatuba,
formaram trés grupos, podendo ser visualizados pela figura 29 B. Dessa forma, sugere que a
diversidade quimica do 6leo essencial das populagdes de B. dracunculifolia sofre a influéncia
da altitude, em especial para os compostos quimicos das populacdes de Campos do Jordao
(Figura 29 A-B). Sendo as populacdes de Campos do Jorddo as mais isoladas. Portanto a
interacdo gendtipo x ambiente favorece a expressdo dos genes para a sintese dos componentes
do o6leo essencial de B. dracunculifolia. O teste estatistico do Lamba de Wilks (p<0,05)
revelou existéncia de variagdo sistematica (Lambda: 0,001; F Valor observado: 46,035; F
Valor critico: 1,524; GL1: 26; GL2: 390; p-valor: < 0,0001; alfa: 0,05), ou seja, comprovou
que a divergéncia interespecifica na composi¢ao quimica do 6leo essencial da espécie, sob o
ponto de vista quantitativo, € significativa. Logo a hipotese alternativa pdde ser aceita.
Santana (2013) comparou o perfil quimico de trés populagdes de B. reticularia, pela anélise

discriminante e, encontrou trés perfis para as populagdes estudadas.
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Figura 29 A-B. Centroides das fun¢des discriminantes para caracterizacao quimica do 6leo
essencial das seis populacdes de B.dracunculifolia A, Diagrama vetorial exibindo as
correlagdes negativas e positivas das 50 varidveis do primeiro e segundo fator oriundo da

Analise Discriminante Linear B.

A importancia de se conservar a diversidade interpopulacional de B.
dracunculifolia, bem como seus ecossistemas de ocorréncia para a seguranga de programas

futuros relacionados a producdo agricola e a conservacdo de recursos genéticos e de



74

fitofarmacos deve ser ressaltada, uma vez que se trata de uma espécie com potencial e de atual

importancia socioeconomica.



75

5. CONCLUSOES

Os oleos essenciais das seis populagdes naturais estudadas, neste
trabalho, em gradiente altitudinal dos anos de 2012 e 2013, foram constituidos de 56
compostos, sendo, somente, oito constituintes comuns a todas as populagdes, destes, dois
pertencem a classe dos monoterpenos (limoneno e B-pineno) e cinco dos sesquiterpenos
(trans-nerolidol, espatulenol, d-cadineno, trams-cariofileno e a-humuleno). As populagdes
estudadas estdo bem estruturadas quimicamente sugerindo que ha a influéncia da altitude,
sendo as populagdes de Campos do Jordao as mais isoladas.

Os 11 marcadores microssatélites desenvolvidos para o presente
estudo apresentaram, em média, diversidade genética intermediaria. O loco Bd 16 apresentou
a menor diversidade, enquanto o loco Bd 10M foi o mais polimorfico. A populacdo de
Campos do Jorddo apresentou maior diversidade genética, seguida de Campinas e de
Ubatuba.

O rendimento, em média, de 6leo essencial do teste de procedéncias e
progénies foi satisfatorio, juntamente com a produtividade do 6leo essencial em kg/1000m’. A
caracteristica de rebrota da massa fresca, em média das progénies, foi superior para a
populag¢do de Campinas, seguida de Ubatuba e de Campos do Jorddo, entretanto ndo diferiram
estatisticamente entre si.

Todas as populacdes estudadas estavam localizadas em areas
degradadas e vulneraveis com risco de exting¢ao justificando a preocupagdo em conserva-las,
além disso, Campos do Jorddo se sobressaiu por ter apresentado caracteristicas quimicas e
genéticas diferenciadas. Assim se faz necessdrio a conservagdo in situ € ex situ dessas
populagdes estudadas, para que haja restauracdo ecoldgica, cultivo sustentavel e
melhoramento genético em pesquisas futuras, visto a atual e crescente importancia

socioeconomica de B. dracunculifolia.
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7. APENDICE
Apéndice 1. Populagdes de B. dracunculifolia estudadas, nimero de amostras (No) por

populagdo e suas respectivas médias de informagdes geograficas.

Populacao No. de amostras Latitude Longitude Altitude
Campinas 105 S22°45'44.49" 47°07" 48.8"W 680 m
Ubatuba 105 S23°23'47.43" 44°24' 55.14"W 02 m

Campos do Jordao 105 S22°76'30.40" 45°52'41.36"W 1620 m

Total 315




Apéndice 2. Cromatogramas, pelo CG-FID, do 6leo essencial de trés individuos de B.

dracunculifolia das populagdes naturais de Campinas, Ubatuba e Campos do Jordao,

respectivamente.
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