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

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

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



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

essenciais das populacdes.

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

especializados



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

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

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



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

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



l. INTRODUCAO GERAL

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

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

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

Lychnophora pinaster Mart.

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

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



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

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




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

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

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



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

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

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

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

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



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

cuticula rompida, indicando término da atividade secretora.

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

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

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

substrato comercial ndo sobreviveram (mortalidade de 100%).



Metabolismo vegetal especializado

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

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

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

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

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

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

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

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

Oleos essenciais de Lychnophora pinaster Mart.

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

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

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

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

apresentaram composicao quimica divergente dentro e entre as populacoes.

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

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

Atividades bioldgicas de L.pinaster Mart.

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

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

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

A atividade anti-inflamatdria do extrato da espécie também foi registrada por Pinheiro (2010),
onde preparados de emulgel contendo extrato de L. pinaster a 2% e 5% apresentaram maior atividade
anti-inflamatoria do que o medicamento Cataflam®. A autora sugere que a formulagdo de 2% de

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

Dos principios ativos tripanocidas (15-deoxi-goiazensolido, acido cafeico, 4cido
isoclorogénico, vitexina, isovitexina, acido E-lichnoférico), antibacteriano (15-deoxi-goiazensolido),
anti-inflamatorios (a-amirina, quercetina, estigmasterol, sitosterol, friedelina), analgésico e
antipirético (friedelina) descritos na literatura para L.pinaster (CHIARI et al., 1991; DUARTE et al.,
1993; SILVEIRA et al., 2005; ALCANTARA et al., 2005; ABREU et al., 2011; ABREU et al., 2013)
e monitorados por Silva (2016) nos extratos etanolicos das duas populacdes de L. pinaster do sul
(Carrancas) e do sudeste de Minas Gerais (Itabirito) por meio da cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, somente a

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

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

células hospedeiras (infectadas ou ndo infectadas).

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

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

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

em seus 6leos essenciais e extratos vegetais.
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Diversidade genética

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

estudo.

Marcador molecular Single Nucleotide Polymorphisms e sequenciamento de nova geracao

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

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

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

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

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

seguro.
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IV. CONSIDERACOES FINAIS

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

encontrados.

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

sejam perdidos.
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