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RESUMO

Os objetivos deste estudo foram (i) fornecer a caracterizagdo dos padrdes de diversidade
genética e estrutura populacional de sete populacfes naturhispileastere discutir
estratégias de conservacao; (ii) avaliar a composicao quimica dos 6leos essenciais de trés
populacdes naturais da espécie, duas provenientes da regido sul e uma do sudeste de Minas
Gerais; (iii) caracterizar os principios ativos, registraddgeratura, dos extratos etandlicos

das trés populacdes naturais; (iv) determinar a atividtadétro dos 6leos essenciais e
extratos etandlicos das populacfes contra formas amastigdtapalmossoma cruzie (V)

avaliar as relacbes entre o polimorfsmuimico, os fatores ambientais e genéticos. Os
resultados revelaram (i) existéncia de diferentes niveis de diversidade genética dentro e alto
nivel de diferenciacéo genética entre populagbestritamente necessario o monitoramento

das populacGes remescentes para que, de fato, seja evitada a extincdo da ef)®cie.
esforcos de conservacdo situ devem focar na preservacao dabitatsde L. pinasterda
destruicdo e no aumento dos tamanhos populacionais, uma vez que o pequeno tamanho
populacional e dragmentacéo fazem de pinastersusceptivel as perdas de diversidade
genética causada pela endogamia e deriva genética. E sugerido planejamento de coleta de
sementes provenientes dos grupos genéticos evidenciados pelo STRUCTURE ou DAPC
para a conservac@&x situdo germoplasma; (i) néo foi registrada a presenca de substancias
da classe dos fenilpropandides no 6leo essencial da populacipiniesterproveniente da

regido sudeste, apresentando como constituinte majoritario um sesquiterpeno oxigenado,
enquanto as populacdes do sul apresentardfrcioamato de metilaE-c ar i of | eno
humuleno como constituintes mais abundantes; (iii) mesmo padréo espacial de composicao
quimica foi observado para os extratos, onde as populacdes do sul apresentaram perfil

guimico semelhante entre si sob o0 ponto de vista qualitativo, diferindo da proveniente do



sudeste. Dos principios ativos, somente a quercetina e friedelina foram identificados nos
extratos das trés populacdes, tendo as suas quantidades variado etagdesp(iv) os

Oleos essenciais e extratos etandlicos ndo apresentaitro seletividade e atividade
antiparasitaria com relacdo as formas amastigdtasruzi equivalente ou superior ao
benznidazol, utilizado comercialmente para tratar doenca de Cl\ggasm o aumento das
concentracbes dos Oleos essenciais e extratos, houve aumento da citotoxicidade e,
consequentemente, diminuicdo da taxa de células hospedeiras tanto infectadas como nao
infectadas. Os extratos se mostraram mais citotoxicos em relaga@deos essenciais; (Vi)
comparados a genética, os preditores ambientdistancia geografica e os diferentes
gradientes de solose mostraram os elementos mais relevantes para a variagdo quimica do
Oleo essencial entre populacBesLd@inaster indicando que o polimorfismo quimico no

Oleo essencial esteja ocorrendo mais como um reflexo de uma sele¢éo natural de acordo com
os fatores ambientais locais e ndo devido a deriva genética; o que é um alerta quanto a
utilizacdo de diferentes populacbes de pinaster como fitoterapico de modo
indiscriminado, uma vez que as diferencas na composi¢ao quimica podem comprometer sua

eficacia terapéutica.

Palavraschave Atividade tripanocida; Arnicanineira; Citotoxicidade; Conservacao
genéticalychnophora pinaer, Polimorfismo quimico.
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SUMMARY

The aims of this study were (i) to provide the characterization of the genetic diversity and
population structure of seven native populationk.pfnasterand to provide strategies for

its conservation; (ii) to study the chemical composition of esseuitalof three native
population of this species, being two from southern and one from southeastern region of the
State of Minas Gerais; (iii) to characterize the active ingredients of the ethanolic extracts of
these three native populations; (iv) to det@erthein vitro activity of the essential oils and
ethanolic extracts of the populations against amastigote forspatnossoma cruziand

(v) to analyze the correlation of the chemical polymorphism of the essential oil with
environmental and geneticdtars. It were detected (i) existence of different levels of genetic
diversity within and high level of genetic differentiation among populations. It is strictly
necessary monitoring of the remaining populations so that, in fact, be avoided extinction of
L. pinaster The efforts foiin situconservation should focus on preservation of habitats and
the increase of populations size, once the small population size and fragmentatidn make
pinastervulnerable to losses of genetic diversity due to the endogachgenetic drift. It is
suggested collection of seeds from the genetic groups evidenced by STRUCTURE or DAPC
for ex situconservation of germplasm; (ii) It were not detected phenylpropanoids in the
essential oil of the population from southeastern regidmch presented as majoritary
compound an oxygenated sesquiterpene, while in southern populations were detected the
majoritary E-methyl cinnamate (phenylpropanoid), followed Byc ar yop hyl-l ene a
humelene; (iii) same spatial pattern of chemical comiposvas observed for extracts, with
southern populations having similar profile quantitatively, differing of dbetheastern
population. Regarding the active ingredients, only quercetin and friedelindeetéied in

the extracts of the three poputats, with quantities differing among populations; (iv) the



essential oils and extracts did not show selectivity and antiparasitic activity agaonszi
amastigotes equivalent or superior to benznidazole, commercially used to treat Chagas
disease; (v)He extracts were more cytotoxic than essential oils; and (vi) the environmental
predictorsi geographical distance and sdilsvere the most relevant factors to explain the
chemical variation of essential oils among populations, indicating the chemical
polymorphism is due to a natural selection according to the local environmental factors and
not due to the genetic drift, which is an alert regarding the usage of different populations of
L. pinasterin an indiscriminate way, once differences in chemical amsiijon could

compromise their therapeutic efficacy.

Keywords: Arnicamineira; Chemical polymorphism; Cytotoxicity; Genetic conservation;

Lychnophora pinasterypanocidal activity.



1. INTRODUCAO

Muitas plantas medicinais e aromaticas do Cerpaksuem forte
importancia cultural e econémica, porém, sdo insustentavelmente utilizadas por populacdes
humanas locajscomo é o exemplo ddychnophora pinasterMart. (Asteraceae:
Lychnophorinae) (8= 34,x= 17) (MANSANARESetal., 2002). Cahecidapopularmente
c omo fimirma icraa 0 -d@sue rfir aaréspéceepode gder encontrada na natureza
comosubarbusto ou arbusto candelabrifornremdémica aos campos rupestres e campos de
canga do Cerrado do Estado de Minas G€&i#MIR et al, 2011).

Na medicina tradicionalramos, folhas e inflorescéncias de.
pinaster sdo intensamente utilizadosomo agentes arndinflamatério, analgésico e
cicatrizante contr@ontusfes, pancadas, torcoes, hematomas e desinfeccado de picadas de
inseto(RODRIGUES e CARALHO 2001;HABER et al.,2009). Estudos com a espécie
(CHIARI et al., 1991, 1996; OLIVEIRA et al.,, 1996; SILVEIRA et al., 2005a;
ALCANTARA et al.,2005; GUZZCet al.,2008; ABREUet al.,2011; FERRAZFILHA et
al., 2012; ABREUet al.,2013) justificam o seu uso tradicional como medicinal e fonte em
potencial de agentes quimioprofilaticos.

Devido ao wuso tradicional medicinal insustentavel e ao
desmatamento desordenado em Minas Gerais, muitas populacdes natlramndster
foram exintas, ao passo que muitas remanescentes se encontram reduzidas. Este cenario

tornou a espécie vulneravel a extincdo (COPAM, 1997) e, como consequéncia, seus



compostos ativos sdo encontrados cada vez mais hum estoque natural reduzido e vulneravel
as ativichdes antropicas.

Associando ao fato de questimativas das mudancas climaticas
apontam para ocorréncia de mudancas ambientais significativas ao longo dos anos, com
efeitos sobre a biodiversidade mundial (WALTHERal.,2002; PARMESAN e YOHE,

2003; IPCC H, 2007; COLLINSet al.,, 2013; DONAT et al, 2013), 0 grupo de
pesquisadores do Instituto Agronémico (IAC), Campi8&s iniciou em 2004 estudos para
explorar a composi¢ao quimica e estrutura populacional de populacfes naturais da espécie
Com o uso de meadores microssatélites, até o presente momento, foram exploradas a
diversidade e estrutura genética de trés popula¢des natutaipidasterprovenientes da

regido sul e duas da regido norte do Estado de Minas Gerais (HABER, 2008; I¢ABIER

2009; VEIRA, 2012). No entanto, ainda existe a necessidade do conhecimento da
diversidade genética e estrutura populacional de uma maior quantidade de populacdes da
espécie. Isto € primordial para a tomada de decisdo com relacdo a elaboracéo de estratégias
efetivas de conservacao genética, que é dependente do conhecimento prévio da distribuicéo
da variabilidade genética intra e interpopulacional.

Com relagdo a composi¢cao quimica, muitos estudos tém dedicado
esforcos para caracterizar o perfil metabodlich danaster. Foi constatado que nos extratos
da espécie substancias como a lactona sesquiterpénideotigjoiazensolido, os
t rit e ramienae®lgpeol oflavonol quercetina e os esteroides estigmasterol e sitosterol
sdo alguns dos responsaveis por impoes atividades biologicas descritas para a mesma
na medicina tradicionaBILVEIRA et al.,2005a; ABREUet al, 2011; ANTONISAMY et
al., 2011; ABREUet al, 2013). Os extratos aquoso e etandlico da parte aéreapieaster
bem como substanci@oladas dos extratos etandlico e hexaniceddd@xigoiasensolido e
acidoE-lichndorico) também sao capazesidiir o crescimento da forma tripomastigota
(infectante) deTrypanossoma cruz(CHIARI et al, 1996; OLIVEIRA et al, 1996;
ALCANTARA et al, 2005; SILVEIRA et al., 20053, agente etiolégico da doenca
negligenciada tropical de Chagas, que infecta entre 7 e 8 milhdes de pessoas no mundo
(MORAESet al, 2014; WHO, 2014)Quanto & composi¢ao quimica do 6leo essencial de
pinaster foramidentificados HABER, 2008; ISOBE, 2012; VIEIRA, 2012; SILVA, 2013
os sesquiterpendsc a r i o f -humalenodoigantidnflamatérios (FERNANDESt al,

2007), sendo o Ultimo de uso tépiddHE, 2013); o fenilpropandide-cinamato de metila
e osmo n ot er-pimenoes -pirigno, trés agentes antimicrobian@®URT, 2004;



HUANG et al, 2009aALlI et al, 2010;SILVA et al, 2019. O cinamato de metila também

é utilizado como ingrediente fragrante sintético (EFSA, 2009; EUROPEIA UNION, 2012)
para fédricacdo de cosméticoprodutos de limpeza, de higiene pessoal e alimentos
(SHARMA e KANWAR, 2012).Tais constituintesportanto, podenser utilizados como
parametros qualitativos para o Oleo essencial e extrato pimasterpara potencial uso
terapéutico ou industrial.

A busca por novos farmacos conffa cruzi € imediatamente
necessaria, uma vez que novas cepas resistentes do pamasegaergindo ao longo dos
anos e o repertorio de farmacos disponiveis para combatexgadde Chagas é limitado,
contando com apenas duas drogas registradenznidazol (Rochagan®, da Roche) e
nifurtimox (Lampit®, da Bayer) (DIASt al, 2009; MORAESet al, 2014}, sendo os
metabolitos formados através do mecanismo de acdo destesrdpisstus causadores de
efeitos adversos no organismo humano (CASEREl, 2006; DIASet al., 2009).

Observagbes prévias de campo indicam que, dependendo da
populacdo dé. pinaster o aroma dos espécimes pode variar consideravelmente, podendo
ou ndo apresentar o aroma agradavel, caracteristico da arnica (HABER, 2008; ISOBE, 2012;
VIEIRA, 2012; SILVA, 2013).

Uma hip6tese € a de que os locais de coleta sejam os principais
fatores qugpodem alterar a composicao quimica do éleo essencial ou extilatpidaster
e, consequentemente, sua eficacia terapéutica; merecendo ser investigado. Em populacdes
naturais da espécie, foi verificado que uma populacao préxima ao munipio de Lavdias, regi
sul de Minas Gerais, apresentou como constituinte majoriario do 6leo essencial o
sesquiterpeno oxigenado cedi(15)-en9-alfa-ol, diferindo de sete populacdes provenientes
da mesma regido (Lavras, Ingai, Carrancas e Itumirim), cujo constituinte aradisi o
E-cinamato de metila (HABER, 2008; ISOBE, 2012; SILVA, 2013). Mesmo entre
populacdes de Carrancas consideradas proximas, cerca de 1.5 Km, diferencas significativas
nas proporcdes relativas médias entre monoterpenos e sesquiterpenos forandasbserva
(SILVA, 2013). Populacdes da regido norte, localizadas nas proximidades dos municipios
de Ol ho D6Cgua e Diamantina, apresentaram
essenciais os sesquiterperenos oxigenadosidtdxi-Z-cariofileno e 14hidroxi-U-
humuleno, respectivamente, ndo apresentando traco do fenilprop@&ididamato de

metila (VIEIRA, 2012); diferindo das populagGes provenientes da regido sul.



Mesmo com a consideravel quantidade de informacgdes disponiveis
sobre a divergéncia quimica irgspecifica no 6leo essencialld@inaster nenhuma énfase
até o momento foi dada a interacdo entre a genética, os fatores ambientais e a diversidade
quimica das populacfes. Estudos prévios indicam que a variacdo da composicao quimica do
Oleo essencial extrato de plantas medicinais e aromaticas é atribuida principalmente as
caracteristicas ambientais (KORICHE\W al, 1998; KONDO e KAWASHIMA, 2000;
BRENESARGUEDAS e COLEY, 2005; YAVAREt al, 2010; CONFORTEt al, 2011;
HASSIOTIS et al, 2014; KHADIVI-KHUBA et al, 2014 MULLER et al, 2015) ou
genéticas (VERNETt al.,1986; MELITOet al, 2013).

Para o génerbychnophoraMart., por exemplo, estudos prévios com
Lychnophora ericoide®lart. eLychonophora salicifoliaMart. comprovaram que a altitude,
latitude, longitude e os solos de origem desempenham um papel relevante em explicar a
variabilidade quimica dos 6leos essenciais e dos extratos hidroalcodlicos (CURADRO
2006; GOUVEAet al, 2012). Um estudo desta naturepan L. pinasteré necessario para
aprofundar o conhecimento dos fatores que influenciam a composicéo quimica desta espécie
endémica e de valor culturapetencialmentecondmico do Estado de Minas Gerais, a fim

defornecersubsiduos para o seguro uso roedl.



2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Caracterizar a diversidade genética e quimica de populagfes naturais

de Lychnophora pinastea fim de fornecer subsidios para programas de conservacédo da

espécie e uso medicinal.

2.2. Especificos

(i)

(ii)

(iii)

(iv)

Para tanto, tem comobjetivos especificos:

Caracterizacdo dos padrbes de diversidade genética e estrutura populacional de
L. pinasterutilizando marcadores microssatélites;

Avaliar a composicao quimica dos Oleos essenciais entre populagdes naturais da
espécie de diferent@soveniéncias;

Caracterizar os principios ativos descritos na literatura nos extratos das
populacdes naturais dle pinaster

Determinar a atividaden vitro dos 6leos essenciais e extratos etanolicos das

populacdes naturais dle pinastercontra formas amastigotas @ecruzi
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(v) Avaliar as relacdes entre o polimorfismo quimico, os fatores ambientais (solo,

distancia geogréfica, altitude) e genéticos.
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3. LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

3.1. O Dominio Fitogeografico do Cerrado e os Campos Ruess

O Cerrado € um dominio fitogeografico composto pelos biomas
campo tropical (fisionomia campo limpo), savana (fisionomias campo sujo, campo cerrado
e cerradsensu strictpe floresta estacional (fisionomia cerraddo) (BATALEal, 2011).

Contém dh diversidade de plantas, concentrando o equivalente a um terco da biodiversidade
nacional e 5% da fauna e flora mundiais, com cerca de 4000 a 7000 espécies (RODRIGUES
e CARVALHO, 2001; MACHADCet al, 2004).

Ocupa um quarto do territério nacionak@uivalente a pouco mais
de 200 milhdes de hectares, dos quais 155 milhdes estdo no planalto central e abrangem o
Estado de Minas Gerais, representando cerca de 50% da area total do estado, cuja localizacéo
em sua maior parte esta a oeste e partes disjargadoeste e sul (MAROUELLI, 2003).

Algumas de suas regides formam grandes blocos de vegetacao
nativa, como € o caso das regides centrais e a oeste do estado de Minas Gerais (na area da
Serra da Canastra), do oeste da Bahia, norte de Goias, sul do &daiRiali e da regido da
llha do Bananal em Tocantins (MACHAD@t al, 2004). Em outras regifes, ocorre
ocupacdo humana discreta ou a cobertura vegetal € muito esparsa, como no leste do Mato
Grosso do Sul e no Triangulo Mineiro (MACHADED al, 2004).
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Calaulase que 40% das espécies lenhosas do Cerrado séo
endémicas, que o torna, ao lado da Mata Atlanticehatspotmundial (MINISTERIO DO
MEIO AMBIENTE, 2002; BONVICINO et al, 2012). Cerca de 7.3% de suas areas
encontrarsse sobre solos litdlicos e aflorantes rochosos (REATT@t al, 1998), onde
sdo encontrados tipos vegetacionais bem caracteristicos, como exemplo, 0 campo rupestre,
presente no bioma savana. Este € um tipo de vegetacdo predominantemente-herbaceo
arbustivo, que pode crescer nas frestasfldeasnentos rochosos ou em solos geralmente
acidos, pobres em nutrientes e em altitudes acima de @z asionalmente a partir de 700
m -, cujas areas apresentam variacfes extremas de temperaturas (noites frias e dias quentes),
ventos constantes e regfieés hidricas (GIULIETTEt al, 1997; RIBEIRO e WALTER,
2007). Faz parte desta fisionomia a Cadeia do Espinha¢o, um conjunto de terras altas, cujas
rochas séo de origem ptambriana, com forma de bumerangue de direcdo geratsudrte
centrado nomeridiano 43°W e convexidade orientada para oeste (SAADI, 1995;
VASCONCELOQOS, 2011) que contém desde &reas abertas, com predominancia de graminias
e outras ervas, até habitats com predominancia de pequenas arvores e arbustos, com ou sem
afloramento rochos®/ASCONCELOS, 2011), onde crescem, por exemplo, representantes
de Asteracege Bromeliaceae, Cactaceae, Cyperaceae, Eriocaulaceae, Gentianaceae,
Iridaceae, Lamiaceae, Fabaceae, Lentibulariaceae, Lythraceae, Melastomataceae,
Myrtaceae, Orchidaceae, PoaceBepiaceae, Velloziaceae, Vochysiaceae e Xyridaceae
(RIBEIRO e WALTER, 2007).

3.2. A Familia Asteraceae

Sendo a maior familia das Eudicotiledbneas, Asteraceae contém por
volta de 160dL700 géneros e 2406BD000 espécies (NAKAJIMA, 2000; FUNKt al,
2005; SOUZA e LORENZI, 2008). Seus representantes sao encontcasiospouca
frequéncia em florestas tropicais umidas e, comumente, em areas de formacdes abertas
(FUNK et al, 2005).No Brasil, representa o equivalente a 10% das plantas vasculares
existentes (HIDEN et al, 2007).

Asteraceae €aracterizada pela alta capacidade de adaptacdo aos
mais diverso$abitatse condi¢des climaticas, variando desde subarbustos, ervas anuais ou

perenes até arbustos ou lianas, tendo a inflorescéncia do tipo capitulo e o fruto do tipo cipselo
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- também, chamado de aquéricomo as principais caracteristicas (FURKal, 2005;
CANCELI et al, 2007; HEIDENet al, 2007; SOUZA e LORENZI, 2008).

Asteraceae subdividee em duas subfamilias, Cichorioideae,
caracterizada pela ocorréncia de plantas geralmente com latex, e Asteroideae, que inclui
espécies sem latex (LONGMVAGNER et al, 2008). Muitas de suas espécies contém
potencial aromatico e medicinal, como por exemplo, as pertencentes aolg@&hexphora
(denominacdgg ue signi fica Aportador de velaso, de

representantes).

3.3. O GéneroLychnophora Mart .

LychnophoraMart. € um género botanico polifilético pertencente a
classe Equisetopsida, subclasse Magnoliidae, ordem Asterales (TROPICOS® 2013;
LOEUILLE et al., 2015). E dividido em seis sec¢ddsychnophora Lychnophoriopsis
LychnophorioidesLychnocephaliopsjsSphaeranthug Chronopappusque se distribuem
ao longo do dominio fitogeografico do Cerrado dos Estados de Minas Gerais (representado
pelas suas seis secdes e 52 espécies, 0 equivalente a 76.5% do total de espécies do género),
Bahia (3secfes e 19 espécies, correspondendo a 28% do total de espécies do género) e Goias
(2 secdes e 5 espécies, correspondendo a 7.3% do total de espécies do género) (SEMIR,
1991; SEMIRet al, 2011).

Portador de um endemismo bastante pronunciado, no total,
Lychnophoraé composto por aproximadamente 68 espécies, sendo que&tléaucas a
algumas Serras ou determinadas localidé8EMIR, 1991; CURADO, 2006; SEMI& al,

2011). Seus ecossistemas de ocorréncia sdo extremamente rasticos, com clima e solo secos
topografia irregular e insolagcéo intensa, podendo as espécies apresentar restricbes edaficas
a substratos especificos e, até mesmo, a diferentes regimes pluviométricos (COYLE e
JONES, 1981; SEMIR, 1991; MANSANARES al.,2002; SEMIRet al, 2011).

Quanb as caracteristicas morfolégicas, seus representantes contém
um receptaculo comum cilindrico, com varias bracteas involucrais imbricadas e capitulos
apresentando flores hermafroditas; sua corola é tubulosa e o pappus paleaceo bisseriado,
com série externaurta e persistente e a interna longa e caduca, além de uma fitotaxia, em
qgue as folhas rigidas se dispdem em multiplos espirais ao redor de um caule circular com

epiderme uniestratificada, contendo estdbmatos e muitas células epidérmicas como base dos
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tricomas, formando uma capa grossa envolta do caule, agindo como protecdo contra a
transpiracao excessiva, altas temperaturas e ataque de fungos (MARTIUS, 1822; LUQUE e
MENEZES, 2003; SOUZA e LORENZI, 2008).

Quanto as formas, se observa 0s aspectos maisalyerque parece
ser uma adaptacdo morfolégica ao foghabitats xeromorficos, sendo frequentemente
registradasn situ espécies com hébitos de arvoretas ou arbustos com alturas variaveis e,
menos frequentemente o habito de subarbustos e, nunca, odrébiteo (SEMIR1991;
SEMIRet al, 2011).

As caracteristicas genéticas entre espécies também variam.
Mansanare®t al. (2002) apresentaram dados referentes ao numero de cromossomos de
espécies pertencentes a trés se¢dasinocephaliopsjd.ychnophorae Lychnophoriopsig
sendo observadogools génicos distintos, corm=17 (2h=34) para Lychnophora
diamantinanaCoile & Jones S.B. Jongdychnophora ericoidedMart, Lychnophora
passerina(Mart. ex DC.) GardnelL. pinaster Lychnophora prostraté&semir & Ldtéo e
Lychnophora rupestriSemir & Leitdo;n=18 (2n=36) paraLychnophoragardneri Sch.
Bip., Lychnophora jolianaSemir & Leitdo,Lychnophora pohliiSch. Bip.e Lychnophora
salicifolia Mart; e n=19 (Z=38) para Lychnophora cipoensisSemir & Leit&o,
Lychrophora mellebarretoi G.M. BarrosolLychnophora sellowisch. Bip. eLychnophora
tomentosgMart. ex DC.) Sch. BipUma populacao polipléide de=34 foi detectada por
Mansanarest al. (2002) emLychnophora staavioideMart. Segundo os autores, esta
variagdo no numero de cromossomos pode ter ocorrido devido alteracbes numéricas
causadas por disploidia ou aneuploidia.

Quanto ao perfil quimico, em representantelsygdnophorgpodem
ser encontrados metabdlitos especializados pertencentes as classes dogyenospte
triterpenos sesquiterpenos, fenilpropandides, derivados benzénicos, esterois, flavonoides,
lactonas sesquiterpénicas, acidos e lignanas (BOHLMA&NAI, 1980; BOHLMANN et
al., 1981; BORELLAet al, 1992; COST/et al, 1993; SAUDEet al, 1998; OLIVEIRAet
al., 1996; SAUDEet al, 1999; BORSATGet al, 2000; GRAELet al.,2000; SAUDEet al,
2002; SARTOREt al, 2002; TAKEARAet al, 2003; CHICARCet al, 2004; SANTOSt
al., 2004; ALCANTARA et al, 2005; GRAELet al, 2005; SILVEIRAet al., 2005ab;
HABER, 2008; PAVARINI et al, 2008; SALVADORet al, 2009; REISet al, 2010;
SANTOSet al, 2010; ABREUet al, 2011; ISOBE, 2012; PETACG! al, 2012; SOUZA
et al, 2012; SILVA, 2013).
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As propriedades bioldgicas das espécies variam depdedcida
[L. pinaster Lychnophora markgraviiG. M. Barroso, L. salicifolia, L. passerina
Lychnophora trichocarp&preng. €. pohlii (OLIVEIRA et al, 1992; OLIVEIRAEt al.,
1996; JORDACet al, 2004; ALCANTARAEet al, 2005; GRAELet al, 2005; SALVADOR
et al, 2009)], analgésicd.[ ericoides(CERQUEIRAet al, 1987; SANTOSet al, 2005;
SANTOS, 2006)], antinflamatoria L. ericoidesMart. (PAVARINI et al, 2008; SANTOS
et al, 2010)], antibacteriana L. pinaster(ABREU et al, 2011)] atéantifungica L.
salicifolia (MIGUEL et al, 1996)].

Devido a sua ampla aplicabilidade na medicina tradicional e ao fato
de que as espéciesldeehnophorainda ndo sdo domesticadas, ocorre erhaeitatnatural
alta presséo de extrativismo por partgpdpulacdes locais. Este fato levou a incluséo de 23
espécies do género na liska espécies ameacadas de extingdo da flora nacional e do Estado
de Minas Gerais, estando estas distribuidas nas categorias vulneraveis, em perigo,
criticamente em perigo e pravelmente extintas (COPAM, 1997; MENDONCA e LINS,
2000; BIODIVERSITAS, 2005).

3.4. A Espécid.ychnophora pinasteMart .

3.41. Sindbnimos Botanicos, Habitos, Ocorréncia e Uso Tradicional

Lychnophora pinasterMart., sinénimos: Lychnophora affinis
Gardner d.ychnophora trichocarphéSpreng.) Spreng. (SEMI& al, 2011), popularmente
conhecida comodasarmniadoadani neamrmidoca ® uma esp®
diploide (= 34,x= 17) (MANSANARESet al, 2002) que pode ser encontrada aiareza
como subarbusto ou arbusto no formato candelabriforme, sedémica as fitofisionomias
dos campos rupestres e campos de canga (conhecido também como campos rupestres
ferruginosos) do Cerrado somente no Estado de Minas GSE4IR et al, 2011),onde
apresenta elevado valor cultural e potencial valor econémico.

Na medicina tradicional, preparados alcodlicos dos ramos, folhas e
inflorescéncias da espécie sdo tradicionalmente indicados para o tratamento de contusoes,
pancadas, tor¢cdes, hematomasiesinfeccdo de picadas de insetos (RODRIGUES e
CARVALHO, 2001) como agente astiflamatorio e analgésico, bem como agente

antirreumatico, suavizador de pele (ALMEIDA al, 1998), contra otite e cicatrizante. A
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forma de uso dos preparaddsescos ou S@s- sao por administragdo epidérmica na forma
de compressa, alcoolatura (RODRIGUES e CARVALHO, 2001), pomada, sabonete
(ALMEIDA et al, 1998) ou via oral, macerados em cachaca (SILVER&., 2005a).

A obtencdo do material vegetal utilizado popularreemista
estritamente relacionada ao extrativismo desordenado, realizado por populagdes locais, tanto
para o proprio uso quanto para a venda como agente fitoterapico; o que € comum nas regiées
onde ocorre a espécie. Este fator contribuiu para a sua ckxs@ifina categoria vulneravel
a extincdo pelo Conselho Estadual de Politica Ambiental do Estado de Minas Gerais
(COPAM), em 1997.

3.4.2. Caracteristicas Ecoldgicas

L. pinasterdistribui-se entre regides de grandes altitudes, acima de
900 m, ao longo da Cadeia do Espinha¢co mineira (SEMIR, 1991; CARVALHO, 1992;
ANDRADE, 2013). Pode estar associada a ambos, ao campo rupestre vinculado a
afloramentos predominantemente quartizitic&s ao campo rupestre vinculado a
afloramentos hematiticos, comum a regido do Quadrilatero Ferrifero do Estado de Minas
Gerais, sendo este ultimo conhecido também como campo rupestre ferruginoso ou vegetacao
de canga (VIANA e LOMBARDI, 2007).

No campo rupstre, populacdes de pinaster além de crescerem
sobre afloramentos rochosos litdlicos, crescem também sobre solos arenosos mais
profundos, onde, no primeiro, o solo apresenta maior proporcdo de particulas finas e teores
mais elevados de matéria orgénie, no segundo, a drenagem é menor, sendo pobre em
nutrientes (RAPINEt al.,2008). No campo rupestre ferruginoso existem areas associadas a
gigantescos depésitos de minério de ferro (JACOBI e CARMO, 2008) e as populades de
pinastersituadas nestasdalidades sdo menos abundantes.

Como outras populacbes vegetais rupicolas que crescem nestas
regides, as delL. pinaster encontrarrse distribuidas de forma disjunta devido a
descontinuidade das cadeias montanhosas e dos afloramentos rochosos queseysbe 0
locais de ocorréncia. Nenhum estudo, até o presente momento, avaliou a estrutura
populacional de populacdes desta espécie. Uma hipotese é a de que, devido ao isolamento

geografico, exista elevada diferenciacdo genética entre populacdes.
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3.4.3. Caacteristicas Morfolégicas e Fenologicas

L. pinastervaria desde subarbusto ereto com muitos ramos, a
pequenos arbustos ericéides e mais raramente arbustos mais altos candelabriformes com 0.4
a 2.4 m, raramente com até 3.6 m; ramos alternos a subverticiliados flexuosos e delicados
até mais robustos, densametomentosos a velutinos ou curtamente subvilosos, geralmente
de coloracdo cinérea a nigriscente abaixo € mais ou menos canescente acima, as vezes
variadamente ocracea até atrofusca, com ramos de 0.5 a 2.0 cm de diametro, com o tronco
atingindo 2.5 a 5.8m de diametro nas regides mais velhas das plantas arbustivas maiores;
folhas muito imbricadas e ascendentes na parte superior dos ramos e mais patentes até pouco
reflexas abaixo, geralmente lineares, lin@llongas, rasmarinidides a ericoides, base
arredondada a auriculada as vezes ligeiramente atenuada, apice obtuso a pouco arredondado,
raramente pouco agudo, margem revoluta; venacdo broquidédroma; nervura principal
alargada afinando da base para o apice; inflorescéncia em glomérulos simples folhosos,
geralmente congestos e hemisféricos; flores com coloracdo variando do lilas a purpura,
medindo 8.0 a 10.0 mm de comprimento; aquénio obcbnico a oval cilindrico, glabro,
glanduloso olivaceo a castanho, com 1.5 a 3.0 mm de comprimento e 0.8 a 1.5 mm de
diameto (SEMIR 1991; SEMIRet al, 2011) (FIGURAS 1 e 2).

Com relacdo aos aspectos vegetativos, reprodutivos e de dispersao
dos frutos,caracterizese como uma plantaemidecidua dolerante ao estresseom
tendéncias a uma floracdo ndo sazonal e intermiteoe brotacae frutificacdodurante
todo o ano (GARCIA, 2007).
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Figura 1. A esquerda, individuo jovem e, a direita, individuo adultoLgehnophora

h oy /". .
*Fotos: Paulo Sérgio Siberti da Silva (2012).

Figura 2. A esquerda, glomérulos deg/chnophora pinastecom aquénios sem o papus
interno e, a direita, aguénios sem papus interno.

*Fotos: Paulo Sérgio Siberti da Silva (2012).

3.4.4. Estudos das Atividades Biol6gicas dgichnophora pinaster

Bioensaios realizados com extralospinastercomprovaram sua
eficacia tripanocida. Foi verificado que seu extrato etandlico, proveniente da parte aérea,
eliminou em 100% cepas Y tripomastigota @e cruzi (CHIARI et al, 1996). Outp
componente tripanocida anteriormente identificado no extrato etanéllcqpdeasterfoi a
lactona sesquiterpénica -tieoxigoiasensolido (DUARTEet al, 1993), cuja eficacia ja
havia sido comprovada previamente (CHIARIal, 1991). Eliminacdo de 100%e cepas
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Y deT. cruzitambém foi constatada para o extrato aquoso liofilizado da parte aérea da planta
(113.62 e€g/mL), de onde foram identificados
isovitexina, quercetina e acido isoclorogénico (SILVEI&AI., 2005a).

Estudo identificou pela primeira vez no extrato hexanico da parte
aérea delL. pinaster um composto relacionado ao cariofileno, denominado &cido
lychnophoico (OLIVEIRAet al, 1996)i mais tarde classificado por Silveraal.(2005b)
como &ido E-lichndorico-, capaz de inibir em 50% o crescimento das cepas CL €TY de
cruzi. Nas concentra-»es de 5. 68, Elghndf@icoe 13. 8¢
de seus derivados éster e &lcool em controlar as tripomastigota chegou em 100%
(ALCANTARA et al.,2005). Do extrato hexanico/diclorometanico das folhds geaster
tamb®m f oi i sol ado -amirina, qué jentopesrextratqs epolaresao c | i «
caule e das folhas, apresentou acdo antibacteriana &bapiaylococcus aured BREU
et al, 2011), uma bactéria virulenta que pode ser fatal (SHORR, 2007).

Foram comprovadas as atividades -amtamatoria e
antinociceptiva do extrato etanélico da parte aérea da espécie (GeZAD 2008).
Posteriormente, atividade aimiflamatéra dos extratos e de compostos isolados dos
extratos dd.. pinasterfoi investigada através de aplicacdo transdermal via fonoforese em
patas de ratos com significativa degeneracao das fibras musculares (ABRE12013),
onde observoge apos injuria, quo extrato hexanico exerceu moderada atividade anti
inflamardria apés 72h da aplicacdo, ao passo que o extrato aquoso reduziu drasticamente no
mesmo periodo o processo inflamatério, comparaedao tratamento com dexametasona,
uma potente droga asitiflamatoria (GUZZOet al, 1996; CUPOLILOet al, 2007). O
mesmo f oi verificado para o flavon-ide quel
amirina e lupeol e a mistura dos esterdides estigmasterol e sitosterol, todos isolados do
extrato hexanico dplanta; justificando o uso tradicional da espécie.
Ensaio de letalidade com o microcrustadewemia salinacomprovou que o extrato
etanodlico das folhas de. pinasterapresenta baixa letalidade & 67 8. 7-3) € g mL
(FERRAZFILHA et al, 2012)- testesde toxicidade sdo elaborados com os objetivos de
avaliar ou prever os efeitos toxicos nos sistemas bioldgicos e dimensionar a toxicidade
relativa das substancias (FORBES e FORBES, 19%fontando para uma possivel acédo
toxica seletiva dos compostos cqutencial atividade farmacoldgica. Desta forma, até o
presente momento, as principais atividades bioldgicds gaasterpodem ser atribuidas

aos metabdlitos especializados dispostos na Tabela 1
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Tabelal: Substancias identificadas nos extratos ylthnophora pinastetujas atividades biolégicas sédo descritas em literatura.

) Massa .
Substancia Classe Formula molecular Extrato Parte da At_lv@a.de Referéncia
Molecular (Da) Planta Biologica
I . . . tripanocida; Duarteet al.(1993)
15-deoxigoiazensolido LS C19H2006 344 etandlico  parte aerea antibacteriana Chiariet al.(1991)
Keleset al.(2011)
acido cafeico FE CoHsOs 180 aquoso parte aérea  tripanodda
acido isoclorogénico  FE C16H1809 354 qu P P Silveiraet al. (2005a)
vitexina FLA  CiH20010 432
isovitexina FLA  Cz1H20010 432
L : L hexanico parte aérea tripanodda Oliveiraet al.(1996)
acidoE-lichndérico ST C15H220, 254 Alcantaraet al. (2005)
Uamirina TR CaoHso0 426 hexanico parte aérea,
quercetina FOL  CisH1007 302 / antibacteriana
lupeol TRI  CagHsO 426 aquoso/ folhas  iinfamateria  Apreuetal.(2011)
1up 307750 etandlico Abreuetal. (2013)
estigmasterol EST  CagHasO 412
sitosterol EST  CogHs00 414
friedelina antrinflamatoéria  Silveiraet al. (2005a)
TRI CzoHs500 426 aguoso analgésica  Antonisamyet al. (2011)

antipirética

LS= lactona sesquiterpénica; FE= fenilpropandide; FLA= flavona; ST= sesquiterpeno; TRI= triterpeno; FOL= flavonektE®ide.
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3.5. Metabolismo Especializado Vegetal

Todas as substancias citadas (Secdo 3.4.4) fazem garte
metabolismo especializado vegetal, também denominado de metabolismo secundario. No
reino vegetal, metabolitos especializados sdo compostos que estdo presentes em algumas
espécies vegetais e ndo estao presentes em outras e, logicamente, ndo estdosemyolvi
metabolismo basico (metabolismo primario) que opera em todas as plantas (PICHERSKY e
LEWINSOHN, 2011).

A habilidade das plantas de sintetizarem estes metabdlitos é
resultado de um processo evolutivo, onde diferentes funcbes foram adquiridas pelos
compostos para atenderem as necessidades especificas de diferentes unidades taxonémicas.
Estimase que 15 a 25% dos genes do genoma vegetal sao responsaveis por codificacdo de
enzimas para 0 metabolismo especializado (BEVétNal, 1998; SOMERVILLE e
SOMERVILLE, 1999).

Através do surgimento de novas enzimas por mutacdo, alta
diversidade estrutural de compostos pode ter surgido no metabolismo especializado. Em
muitos casos, parece que sua evolugdo em plantas pode ter sido resultado de uma evolucao
convergenteo que explicaria 0 aparecimento dos mesmos compostos quimicos, com a
mesma funcdo, em espécies diferentes. Como exemplo, temos o caso dos flavonois e das
flavonas, que séo sintetizadas pela acaduds flavonasintase (FNS), uma pertencente a
familia OGD (oxoglutaratedependent dioxygenase) (FNSI), encontradaPetnoselinum
crispum(Mill.) Mansf. (Apiaceae), ao passo que em muitas outras familias, a enzima que
cataliza a mesma reacdo € pertencente a familia das proteinas citocromos P450 (FNSII)
(TANAKA et al, 2008). Relacionado a este ultimo caso, é comprovado que para a flavona
apigenina, a sintese é controlada por genes nédo relacionados em linhagens distintas
(PICHERSKY e LEWINSOHN, 2011).

Geralmente em alta diversidade estrutural em nivel de espécie
metabolitos especializados podem estar presentes no organismo vegetal no estado ativo
(como defesas constitutivas) ou como-grogas (como defesas indutivas), que se tornam
ativas apos o ferimento ou a infec¢ao por patdogenos (exemplo: fitoalexinady,(008).

Também servem como fragrancias ou atrativos para polinizadores (exeroptierpenos,
antocianinas coloridas ou carotenoides em flores), podem apresentar fungdes fisioldgicas

importantes (exempldiavonoides, que atuam como protetores UV) (W]JNKO03), ou
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mesmo servir como mediadores de interagdes biogagnmterespecificas, contribuindo
para aevolucdo de estratégias competitig@semplo: aleloquimicos).

Estes metabdlitos, portanto, sdo o resultado da adaptacéo vegetal aos
diferentes nichogcoldgicos, conferindo as plantas aumentditdessdevido producéo de
um conjunto de metabdlitos apropriados para seu ambiente (PICHERSKY e LEWINSOHN,
2011). Tornase razoavel esperar que, em alguns casos, metabdlitos especializados
produzidos por vegais possam alterar outros componentes do ecossistema, que dirigem
processos e interagcfes fundamentais, que determinam, por fim, a natureza de sua
comunidade (WARDLEet al, 1998).

3.51. Oleos Essenciais

Os Oleos essenciais sdo misturas complexas de metabdlitos
especializados volateis, lipofilicas, geralmente liquidas e odoriferas obtidas de partes de
pl antas via destila-«0 por arraste com vapo
citricos (SMOES e SPITZER, 2003). Amplamente utilizados na induggiEo na area
farmacéutica quanto nas areas alimenticia, cosmética, na producéo de aromas e fragrancias
e na agroindustrifMACTAVISH e HARRIS, 2002; BIZZO et al, 2009), sao constituidos
por diferentes classes de substancias organicas, como os fenilpropandides e os terpenos.

Nos 6leos essenciais, monoterpenos e sesquiterpenos sdo 0s mais
abundantes e sua producéo varia em funcao do compartimento celular e da rota biossintética.
A formacdo de sesquiterpenos ocorre a partir da via do mevalonato no citosol e a dos
monoterpenos e via do metil eritritol fosfato (MEP) nos cloroplastos (PERES, 2004;
JAKIEMIU, 2008; TAIZ e ZEIGER, 2009; MARQUESE! al, 2012).

Quanto aos fenilpropandides, a rota de producdo ocorre
exclusivamente no citoplasma (WINKERHIRLEY, 1999) através da via dacido
chiquimico, cujo precursor origina 0s aminoacidos aromaticos tirosina, triptofano e
fenilalanina. A acédo da enzima fenilalanina aménia liase (PAL) sobre a fenilalanina origina
0 &cido cindmico, que por meio de reducdes enziméticas da origem aesdakeri
fenilpropenos (LORENZ@t al, 2002; JAKIEMIU, 2008; MARQUESt al, 2012). Estes
metabolitos, através de varios eventos de cascata, sdo amplificados pela combinacédo de
varias superfamilias de enzimas redutases, oxigenases e transferases, clgaoegpres

regulada em func&o do 6rgéo e de fatores bidticos e abibticos (VOGT, 2010).
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Assim como os demais metabdlitos especializados, 6leos essenciais
nao apresentam fungao direta no crescimento e no desenvolvimento do vegetal, mas atuam
principalmente na copeticdo ou na simbiose entre plantas e organismos, na atracao de
polinizadores, na protecdo contra infec¢cdo por patdégenos ou na protecdo contra herbivoria
(TAIZ e ZEIGER, 2009).

3.5.1.1. Fatores Genéticos e Ambientais e a Producdo dos Oleos

Essenciais

Cada espécie botanica produz um 6éleo essencial de composicao
qguimica caracteristica e apesar de sua producédo ser controlada genética e epigeneticamente,
componentes ambientais influenciam na sua qualidade e quantidade (TRAPP e CROTEAU,
2001).

O fator sazoalidade, por exemplo, pode afetar processos
bioquimicos e/ou rotas metabdlicas, interferindo na sintese de compostos especializados
importantes, como os terpenos (SCHetHl, 1997; SHACet al, 2001; GOBBGNETO e
LOPES, 2007). O mesmo para a fenologig gfeta, por exemplo, o aciimulo de-difgol
no 6leo essencial d8alvia lavandulifoliaVahl., cujo maior acimulo ocorre durante o
florescimento (ALEMANYet al,, 2014).

Juntos, sazonalidade e fenologia elevam a importancia da época de
coleta do 6leo essencial (0 mesmo para extraty exemplos no tépico seguinte), uma vez
gue sua composicao e quantidade ndo séo constantes no decorrer do ano e ao longo do ciclo
de vida @ vegetal. Parhavandula angustiféliaMill. (Lamiaceae), a producdo do 6leo
essencial parece ser influenciada por ambos, os fatores fenolégicos, como o florescimento,
e os fatores ambientais, como chuva e temperatura, existindo evidéncias de que a
temperéura influi na biossintese de linalol (HASSIOTER al, 2014). Variagdes no
conteudo do Oleo essencial d&ectandra megapotamicéSpreng.) Mez (Lauraceae)
possivelmente estdo relacionadas a adaptagédo de individuos as condicbes ambientais, bem
como as neasidades da planta ao longo do seu ciclo de vida (AMARAL, 2015).

Influéncia dos fatores Ca, K, matéria organica, altitude, temperatura
e textura de solo na produgédo do Oleo essenciahyenus migricugLamiaceae) foi
comprovada (YAVARIt al, 2010), bem como correlacdo entre a polui¢cao e rendimento do

Oleo essencial déanacetum vulgaré. (Asteraceae), havendo maior rendimento de 6leo
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essenci al eaujeaodnsuavekzes maisgemfplantag deulgareprovenientes de
regibes mais poluidgs S T E V Gevall, 2011).

Quanto ao génerbhychnophora,estudo prévio contychnophora
ericoidesMart. revelou dependéncia dos componentes do 6leo essenuigoterpenos,
sesquiterpenos oxigenados e hidrocarbonetos sesquiterp&obos caracteristicas de solo
(CURADO et al, 2006). ParaLychnophora salicifoliaMart., existe correlagédo entre
acumulo dos metabdlitos secundarios e os fatores altitude, latitude e longitude (GOUVEA
et al, 2012).

O padréo de variacao geogréafica na composicao do 6leo essencial de
Hyptis suaveolend..) Poit. (Lamiaceae) sugere que hidrocarbonetos monoterpénicos sejam
produzidos, principalmente, por plantas localizadas em regido de maior latitude e altitude
independente da fase de crescimento (OLIVE#RAI, 2005). A diversificacdo quimica de
metalblitos especializados em funcdo da localidade também é documentada para
representantes de Icacinaceae, cuja producdo de sesquiterpenos parece acompanhar uma
transicdo entre sitios de origem de espécies na América Latina (KARLAN 1991).
Gradiente sirlar é o observado para 0s monoterpenos oxigenados de espécimes de
Baccharis trimera(Less.) DC.(Asteraceae) distribuidos desde o Cerrado brasileiro até
Argentina (SILVAet al, 2007).

3.5.2. Extratos Vegetais: Definicdo e Uso

Por definicdo da FarmacapeBrasileira (BRASIL, 2010), extrato é
um preparado de consisténcia liquida, sélida ou intermediaria obtido a partir de material
animal ou vegetal, sendo preparado por percolacdo, maceracao ou outro método adequado e
validado, utilizando como solvente aédit etilico, &gua ou outro solvente adequado.

Recentemente desenvolvidos, produtos cujas formulacdes contém
extratos vegetais sdo utilizados na medicina (RISHI BHATIA, 2015; LI TZU PAO MEI
REGIMAN BEAUTY PUBLIC LTD COMPANY, 2015), como cosméticos (WANG-LI
REN e HUA GUAN BIOCHEMICAL TECH CO LTD, 2015), inseticidas (MOUNTAIN
PROVINCE STATE POLYTECHNIC COLLEGE, 2015) e na industria alimenticia
(NESTEC SA, 2014).

Substancias como a hinoquinina, quercetina e o acido clorogénico,

por exemplo, sdo encontradas @xtratos de espécies vegetais, corhlydrocotyle
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leucocephal&Cham. & Schitdl. (Araliaceaeichillea collinaBecker ex Rchb (Asteraceae),
Spinacia oleraced.. (AmaranthaceaeBrassica oleraced.. (Brassicaceaepristolochia
birostris Ducht. (Aristolochaceae),Coffea arabicalL. e Coffea canephor@ierre ex A.
FroehnefRubiaceae) e apresentam propriedades biolégicas importantes sob o ponto de vista
medicinal (FRANCAet al.,2005; KOSHIROet al, 2007; SULTANA e ANWAR, 2008;
GIORGI et al, 2010; MULLERetal., 2015). A hinoquinina é uma lignana cujas atividades
tripanocida, imunomodulatérias, aitflamatoria e antgenotoxica foram comprovadas
(SILVA et al, 2005; RAMOSet al, 2006; MEDOLAet al, 2007; SARAIVAet al, 2007).
Quanto ao flavonol quercef, existem estudos que comprovam suas atividades
antioxidante, citotéxica, antinflamatoéria, hepatoprotetora e anéincer (TAPASet al,
2008; JOSHIet al, 2011; VEVERKA et al, 2015). Alguns exemplos das atividades
bioldgicas do acido clorogénico saantioxidante, inibidor da formacdo de compostos
mutagénicos e inibidor de danos no DNAvitro (CASTELLUCCIOet al, 1995; KONO

et al, 1995; SHIBATAet al, 1999; KASAlet al, 2000).

3.5.2.1. Fatores que Influenciam na Composi¢cao Quimica de

Extratos Vegetais

Como apresentados em alguns exemplos, assim como o0s Oleos
essenciais, a composi¢cao quimica dos extratos vegetais pode ser influenciada por varios
fatores, que inclusive, podem alterar suas atividades biolégivastigacdes quimicas dos
extrats de varias populacdes @apparis orientalisVeill. e C. siculaVeill. ssp. Sicula
(Capparaceace) demonstraram existir di feren
sitosterol, acido palmitico, substancias fendlicas, entre outros, em fungcédo da espgcie e da
populacdes, bem como a existéncia de variacdes quanto a atividade antioxidante entre os
extratos das populacdes, podendo isso estar associado a composicdo de solo, geografia,
altitude e exposicéo solar (CONFORsflal, 2011).

Muller et al. (2015) constiram maior acumulo de hinoquinina em
extratos do caule dd. leucocephalajuando comparado aos extratos de outros 6rgaos do
vegetal, bem como maior producdo da substancia em funcéo de radiaggosiyérindo
gue a mesma contribui para a estabilizacagdesdes celulares do caule, conferindo maior
estabilidade estrutural e resisténcia aos fatores ambientais. Também foi constatado por

Muller et al. (2015) maior acimulo de derivados de quercetina nos extratos das folhas de
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plantas da espécie submetidadtasaguantidades de UB e PAR (radiacdo fotossintética

ativa), o que pode estar relacionado a habilidade destas substancias em eliminar espécies
reativas de oxigénio e de participarem do processo de aclimatacdo vegetal aos diferentes
regimes de luz. Aumén do acumulo de compostos fendlicos apds exposicéo a radiagcao UV

B também foi comprovado por Kondo e Kawashima (2000).

Influéncia da altitude e da radiacdo também podem causar alteracdes
da propriedade antioxidante e modificar a composicéo quimica ddcest&A. collina Em
local com maior altitude (e, consequentemente de radiacéo), por exemplo, plantas da espécie
acumularam nas folhas maior quantidade de &cidos fendlicos, em particular do &cido
clorogénico e, consequentemente, maior atividade antideid@ngue plantas crescidas em
local com menor altitude, sugerindo a participacdo destes compostos no processo de protecao
vegetal contra danos oxidativos causados por fatores de estresse relacionados a altitude
(GIORGI et al, 2010).

Niveis significantesle variagdo na composi¢ao do extrato de folhas
maduras de fendtipos quimicos de uma populacadQdararibea asterolepsiditt.
(Malvaceae) em funcéo de diferentes escalas espaciais (dois locais de coleta), fontes de
variacado ambiental (clareiras e sutisqies) e do desenvolvimento de espécimes (individuos
juvenis e adultos) foram verificados (BRENBRGUEDAS e COLEY, 2005). O principal
grupo de metabdlitos responsavel pela diferenca dos espécimes entre os locais de coleta
respondeu as mudancas quanto aadidgplidade de luz, sendo acumulados em maior
propor¢cdo em plantas de clareiras do que aquelas presentes-basgudbs, ao passo que
individuos juvenis também apresentaram maior acimulo destes metabdlitos.

Além disso, o fato de individuos jovens vegetgresentarem maior
acumulo de metabdlitos em comparacdo aos adultos é consistente com a hipétese de que
defesas séo alocadas preferencialmente em funcéo dos estadios ou estruturas consideradas
mais vulneraveis ou valiosas (McKEY, 1979; RHOADES, 1979).

3.6. Marcadores Moleculares

Quando o objetivo € a efetiva conservacdo, manejo e a utilizacao
eficiente dos recursos genéticos vegetais, ter o conhecimento da base molecular dos
fendbmenos bioldgicos torree crucial (MONDINIet al, 2009), sendo, para istotilizados

0s marcadores moleculares.
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Os marcadores moleculares podem ser definidos como locos
genéticos que podem ser facilmente rastreados e quantificados em uma populagéo, podendo
estar associados com um gene em particular ou um traco de intereX8&ARD et al,

2015). Este tipo de marcador proporciona a deteccdo de gendtipos superiores, 0 acesso a
diversidade genética dentro de cultivares e germoplastmas, o exame da genética de espécies
ameacadas de extingdo, a realizacdo de andlises de sistepragameento, de eventos
gargalos e analises de outras caracteristicas que podem afetar os padrdes de diversidade
genética (RAO e HODGKIN, 2002; OLIVEIRAL al, 2006; KORDROSTAMI e RAHIMI,

2015).

Devido a sua sensibilidade e especificidade, o uso de noaesad
moleculares é cada vez mais frequente e basera ocorréncia natural de polimorfismos
no DNA (KUMAR et al.,2009; JINGURA e KAMUSOKO, 2015). O seu uso é o0 meio mais
efetivo para o entendimento da base da diversidade genética (de VICENTE e FULTON,
2003).

Entre as vantagens da utilizacdo dos marcadores moleculares, estao
a obtencéo de polimorfismos genéticos, identificacdo direta do gendtipo sem a influéncia do
seu ambiente, possibilidade de deteccdo de polimorfismos independstatisfenologico
da planta e, no caso de marcadores codominantes, possibilidade de gerar maior quantidade
de informacao genética por loco (FALEIRO, 2007).

Com a descoberta da técnica de Reacédo de Polimerizacdo em Cadeia
(PCR Polymerase Chain Reactipnos ano80 por Kary Mullis, marcadores de DNA como
RAPD (Randon Amplified Polymorphic DNASSR Gimple Sequence Repgatsu
microssatélites, AFLPAmplified Fragment Length Polymorphis8TS Sequence Tagged
Siteg, CAPS (Cleaved Amplified Polymophic Sequenoa PCRRFLP, SSCP Singe
Strand Conformation Polymorphi3mISSR (nter Simple Sequence RepeatsPCR
sequencing e SCARSgquence Characterized Amplified Regi@usgiram (COUTINHGet
al., 2006).

A PCR consiste na replicacdo enzimética do DNA em labdoaor
partir de pequenos fragmentos sintéticos de nucleotideos, denomipadosrs
complementares as sequéncias especificas que flanqueiam aabegiacser amplificada
(COUTINHO et al, 2006; SARTORETTO e FARIAS, 2010). Em todos os casos, a
amplificac@® do DNA via PCR ira produzir multiplas bandas que servirdo para indicar a

presenca ou auséncia de variacdo entre indivi@OBIOTTERER, 2004).
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Marcadores codominantes, como RFLP, CAPS, SSCP e os
microssatélites permitem fazer distingdo entre os locosheterozigose dos locos em
homozigose (FALEIRO, 2007).

3.6.1. Marcadores Microssatélites

Também chamados de SSBiniple Sequence Repgatsi STR
(Short Tandem Repegts marcadores moleculares microssatéligg® formados por
sequénciascurtasdesb ases ni tr og e ntandeads (rAeNoTel tQ UdEal sR Ae, m 2
Codominantes, multialélicos em uma populacao e bialélicos em um individuo, constituem
fracdo consideravel do DNA ndmdificante e sdo menos encontrados em regifes
codificadoras de proteinas (YGCHUN et al,, 2002; WANet al, 2004; MIAHet al, 2013),
representando regides instaveis do genoma distribuidas aleatoriamente (ANTIQUEIRA,
2013). Podem ser encontrados tanto em eucariotos como em procariotos.

Marcadoresmicrossatélites ténsido amplamemt utilizados em
estudos de genética de populacfes vegetais (CHASE 1996; JADWISZCZAKet al,

2012; CRUZ NETCet al, 2014; LAVORet al, 2014; TANAKAet al, 2014), se mostrando
ferramentas extremamente eficient8sia frequéncia é negativamenteretaicionada ao
tamanho do genoma (MORGANTE al, 2002) e podem ser classificados como repeticoes
mono, di-, tri-, tetra e hexanucleotidicas (WANE@t al, 2009; MIAH et al, 2013). De

acordo com o tipo de sequéncia repetitiva podem ser: perfeitos,nsemupcdes na
sequénciae.g, (AT)20; imperfeitos, quando existe interrupcao por diferentes nucleotideos
gue alteram o padrao do motivo repetitivo, por exemplo, (&K (AT)s; € compostos, onde
existem dois ou mais motivastandempor exemplo, (AT GC) (HOSHINOet al, 2012).

Em humanos e mamiferos, a repeticdo mais abundantes é a do dinucleotideo CA, ao passo
que em plantas s&o os motivos AT/TA (KAL& al, 2011).

A alta variacdo genética em muitos locos microssatélites caracteriza
se pela alteheterozigosidade e presenca de alelos mdultiplos e, por ser um marcador
seletivamente neutro, o grau de polimorfismo dos microssatélites € proporcional a taxa de
mutacado, que € estimada ser d& 4010* por geracido (ELLEGREN, 2004; MIAEt al,

2013). AsmutacOes podem ser explicadas por erros durante a recombicragdo)gover
desigual eslippage (escorregamento) da polimerase durante recombinacdo ou reparo
(OLIVEIRA et al, 2006).
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Quanto a origem, € sugerido que microssatélites podem surgir
espontan@mente através de eventos de insercdes ou dele¢des que duplicam as sequéncias
adjacentes, inicialmente formando protcrossatélites ou atraves de elementos
transponiveis, que inserem formas primitivas de microssatélites em localizacdes receptivas
do genmna (ZHUet al, 2000; WILDER e HOLLOCHER, 2001; KALIAt al, 2011).

A amplificag@o dos microssatélites € feita ppmersou iniciadores
especificos, que complementam as regides que os flanqueiam e cada segmento que é
amplificado pode ter um tamanho diferente, correspondendo a um diferente alelo do mesmo
loco (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998WAN, et al, 2009. Seus principais atributos
sadofécil deteccdo pela reacdo de cadeia da polimerase (RE&Rhivel de diversidade
alélica, natureza multialélica, codominancia, alto nivel de polimorfismo intraespecifico no
loco, relativa abundéancia, cobertura extensiva do genoma (incluindo genonresares,
alto rendimento na genotipagem, praticidade na integracdo e na comparacdo dos dados
obtidos(MCCOUCHet al, 1997; HOSBINCet al, 2002; FALEIRO, 2007; PARIDA! al,
2009;MIAH et al, 2013; SUNet al, 2019.

Microssatélites sdo extensivamenttilizados em mapeamento
genético e populacionais, bem como no estudo de inlmeras questdes bioldgicas, desde nivel
individual, de familia, populacional até de espécie (BUSCHIAZZO e GEMMELL, 2006). A
codominéncia e o elevado polimorfismo, por exemplo fades microssatélites ideais para
estudos de sistemas de cruzamento em populagdes, auxiliando na determinacéo da origem
do pdlen e do quanto de fecundacdo cruzada ou autofecundacdo ocorrem
intrapopulacionalmente, possibilitando ao pesquisador elaborarégsisin situ e ex situ
de conservacao (HOSBIN@ al, 2002).

A enorme diversidade alélica destes marcadores também
proporciona caracterizacdo acurada de individuos, bem como o monitoramento, ao longo
das geracoes, da transmissao de genes, acelergnoigresso na estimativa de parametros
genéticos (CHASIEet al,1996).

Microssatélites também sdo utilizados para acessar a variagdo
genética em colecbes de germoplasma para escolha de genitores em cruzamentos, no
mapeamento e marcagade genes, mapeamento de genoma, estudos de estrutura

populacional e de relagdes filogenéticas (KAldial, 2011).
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3.7. Diversidade Genética

Aplicando das Leis de Mendel e de outros principios genéticos em
nivel de populacfes inteiras de organismos, estudos de genética de populagcbes buscam
descrever as frequéncias alélicas, genotipicas e os fatores que influenciam nestas
frequéncias. A combinag de dados moleculares com conjuntos de dados ambientais,
biologicos e ecolégicos em abordagens multidisciplinares permitem uma visdo mais
compreensiva dos processos evolucionarios que afetam as populacgdes, tais como a deriva
genética e a selecdo natutdABEL et al, 2015).

Com este tipo de estudos também € possivel ter o entendimento da
extensao e distribuicdo da diversidade genética, essencial para adotar estratégias efetivas de
conservacdo (RAO e HODGKIN, 2002). A diversidade genética € a variagielak ou
gendtipos em um grupo de estudo e é frequentemente descrita através do polimorfismo
(presenca em uma espécie de dois ou mais alelos em um loco, onde o alelo mais comum tem
frequéncia inferior a 0.99 ou 0.95), das heterozigosidades (observaperada) e da
diversidade alélica (FRANKHAMt al, 2004; ALLENDORF e LUIKART, 2007).

Por definicdo, a heterozigosidade observadag) @ a proporcao
observada de heterozigotos e a heterozigosidade esperada em equilibrio €&/ ¢iabdyg
(He), também conécida como diversidade génicd)( a propor¢cdo esperada de
heterozigotos levando em conta a premissa de cruzamento aleatdrio (ALLENDORF e
LUIKART, 2007). Paraum Gnicoloc® p B 1 ,ondepié afrequéncia do-&simo
alelo dosn alelos em um loco & p B , ondepi é afrequéncia observada de
genotipos homozigotos do alélo

Em uma populacéopara multiplos locos, dados médios desHHo
sdo a meédia aritmética sobre todos os locos e as divergéncias erdgrebodem se
utilizadas para inferir sobre a dinamica populacional (por exerapt@sso ou deficiéncia
de heterozigotos na populacao).

Como o numero de alelos é altamente dependente do tamanho
amostral €.g.em maiores subpopulacdes espgranaior quantidade deslds) e resultados
da comparacao entre amostras de diferentes tamanhos podem ser viesados (ALLENDORF e
LUIKART, 2007), o calculo da riqueza alélica utilizando rarefacdq Ruma alternativa.



31

Este método compara a quantidade de alelos de amostras coentdifetamanhos,
usualmente com base no menor tamanho amostral

Juntos, kb, He e Ra podem servir para descobrir como o fluxo
génico pode ser direcionado entre subpopulagdes. Em niveis suficientes, o fluxo génico
tende a homogeneizar as frequéncias alélicas (ELLSTRAND, 2014), mantendo o
polimorfismo e a diversidade genética; o que corsigmente, exerce efeito na estrutura
populacional.

O fluxo génico pode ser quantificado via métodos indiretos e diretos,
sendo os diretos via corantes, marcadores morfoldégicos e analise de paternidade e os
indiretos via o Er, alelos privados, autocoreglao espacial e coalescéncia (ZUCCHI, 2002).

Atraveés do kr, por exemplo, mumero de migrantes por geracao ou
fluxo génico aparente (N (WRIGHT, 1951) é & - — p , ondem é ataxa de

migracdo, N o tamanho populacionaimi nimero de migrantes/gedaceFsta proporcao
da variancia genética total contida em uma subpopulacdo (S) em relagcdo ao da variancia
genética total (T) (MALLET, 2001).

Através da mutacdo também pode ocorrer ganho de diversidade
genética (AMOS e HARWOOD, 1998; YAN& al, 2015). Este fator gera continuamente
variagdo geneética, mas a nova mutagdo persistird somente se for benéfica ao individuo
(WRIGHT, 2005).

Em dltima analise, todos os alelos em todos os locos presentes em
qualquer populagéo surgiram como mutacdes (JOMNE 2001) e trés sdo os modelos
propostos para explicar o papel da mutacéo na evolucao de marcadores moleculares, o IAM
(Infinitive Alleles Modél (KIMURA e CROW, 1964), o SMMtepwise Mutation Model
(KIMURA e OHTA, 1978) e o TPMTwo-Phase Modgl(DI RIENZO et al, 1994). O IAM
assume que cada novo alelo mutante é considerado diferente daquele que ja existe na
populacao (TAJIMA, 1996). No SMM, um novo alelo (microssatélite) tem origem a partir
do momento em que ocorre o0 ganho ou a perda de uma reg8i#¢BDIIN et al, 2004),
ao passo que no TPM as mutac¢des podem introduzir perda ou ganho de multiplas unidades
de repeticdo, sendo o mais apropriado para microssatélites.

Mutacéo e fluxo génico podem garantir o processo evolucionario de
populacdes ou egcies, conferindo aos individuos habilidade de responder as ameacas de
doencgas, predadores, parasitas e mudancas ambientais (AMOS e HARWOOD, 1998). Uma

vez que as diferencas no gendtipo conferem aos individuos capacidades de sobrevivéncia e
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reproducdo ddrenciais, através da sele¢do natural os alelos que aumentiiness
aumentam gradualmente em frequéncia de geragéo a geracdo (HARTL e CLARK, 2010).
Em contrapartida, a deriva genética pode resultar em diminuicdo da
diversidade genética dentro de populacdes e aumento de diferenciacdo interpopulacional
(COLE, 2003; HUANG et al, 2009b), tratandse de uma flutuacdo aleatéria das
frequéncias alélicas, qupode levar a fixacdo (homozigose) e consequente redugdo do
potencial evolucionario, principalmente, de populacdes pequenas (FRANKEAK,
2004).
O sistema de cruzamento, a distribuicdo espacial e os fatores
demograficos também devem ser consideramp®rtantes no processo de distribuicdo da
variacdo genética. O efeito gargalo, por exemplo, faz que uma populacédo seja descendente

de poucos antecedentes, gerando perda de diversidade genética.

3.8. Estrutura Gengica Populacional

A estrutura populacionalé caracterizada pelo numero de
subpopulacdes intrinsecas a populacao, bem como pela frequéncia dos diferentes alelos em
cada subpopulacéo e o grau de isolamento genético destas (CHAKRABORTY, 1993). Trata
se, portanto, do desenvaivento de uma distribuicdo ndo aleatéria dos alelos em uma dada
escala espacial que é resultante da dispersao limitada de individuos, da selecéo, deriva
genética e do histérico da populacédo (ALBERatQ@l, 2005).

Os efeitos do cruzamento ndo aleatério sobs frequéncias
genotipicas podem ser medidos pela comparacao da frequéncia esperada de heterozigotos

em equilibrio HW (H) com a observada @) através do indice de fixacab){ onde™O

——. Este indicecompara quanto de heterozigosidade est&sgmte em uma atual

subpopulacdo relativo aos niveis esperados de heterozigosidade levando em conta
cruzamento ao acaso (HAMILTON, 2009).

Valores dd- variam entre uma escala de +1la valores proximos
a +1 indicam excesso de homozigotos eldexcesso de heterozigotos.

As extensOes de séo as estimativdss, Fste Fir e sdo conhecidas
como Estatisticaf ou Indices de Fixacdo de Wright (WRIGHT, 1951, 1965). Elas podem
ser utilizadas para o estudo de casos mais complexos, envolvendo milbplasdacoes,

onde existem desvios das frequéncias esperadas de heterozigotos em nivel inter e
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intrasubpopulacional, devido a estrutura populacional e cruzamento n&o aleatorio,
respectivamente (HAMILTON, 2009). Estes parametros sdo 0s mais amplamezddadili
para descrever estrutura populacional.

Através doFs é possivel caracterizar o nivel médio de endogamia

relativo as subpopulacdes (coeficiente de endogamia), s€hdo——, onde Hs é a

heterozigosidade média esperada das subpopulacées assumindo cruzamento aleatério dentro
de cada subpopulacdo H a heterozigosidade média observada das subpopulactes

(HAMILTON, 2009). Com oFst estimase o coeficiente de engodamia devido a

diferenciaéo entre as subpopulacdes em relacédo a populacao total,@ende——, onde

Ht é a heterozigosidade esperada da populacgéo total assumindo cruzamento ao acaso dentro
das subpopulacdes e nenhuma divergéncia das frequéncias alélicas entre subpppulacte
sendoO  ¢nf, ondenf) sédo as frequéncias alélicas médias para todas as subpopulacdes
(HAMILTON, 2009).

Amplitudes do Er podem ser classificadas em diferentes formas,
implicando em diferentes consequéncias biologicas para a espécie quanto a estruturacao
genética. Segundo Wright (1978), um valorFdg variando de 0 a 0.05 € indicativo de
pequenadiferenciacdo genética, eatr0.05 a 0.15 € um indicativo de ocorréncia de
moderadadiferenciacdo genética, entre 0.15 a 0.25 a diferenciacdo genética pode ser
consideradagrande ao passo que valores #er acima de 0.25 sdo resultados de uma

diferenciacéo genétiqauito grandeentre subpopulacoées.

Com oFr estimase o coeficiente de fixacao total, onde ——,

referindese aos individuos em relacdo a populacdo t(HEMILTON, 2009). As
estatisticafs, Fste Rt sdo medidas anédlogas estimativa d e o Fcketham We i r
(1984).

Com base na estatistica bayesiana levando em conta o método
MCMC (Monte Carlo via cadeias de Markov), pacotes estatisticos, como, por exemplo, o
STRUCTURE (PRITCHAREL®et al,, 2000) também sdao utilizados para o estudo de estrutura

populacioml, atribuicdo de individuos a populagdes e identificacdo de migrantes.
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4. MATERIAL E METODOS

Este topico é dividido em trés secles, refereasemetodologias do
estudo genétic¢biologia molecular)secao 4.1.), estudo de composicéo quimica dos 6leos
essenciais e extratos (secdo 4.2.) e esindatro da atividade tripnocidados 6leos
essenciais e extratde L. pinaster(secéo 4.3.).

A Figura 3mostra ummapa geral dos procedimentos metodologicos
utilizados sendo que as caixas em verde indicagsguema geral do estudo de biologia
molecular as caixaem amarelop esquema geral do estudo de comgmsiguimica dos
Oleos essenciais; as caixas &rsa,0 esquema geral do estudo de composicao qaidos
extratos;e as caixagm laranjadop esquema geral do estudo da atividade tripandnida

vitro dos 6leos essendsee dos extratos de pinaster



Figura 3. Mapa geral dos procedimentaetodoldgicos utilizados.
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4.1. Estudo de Diversidade Genética e Estrutura Populacional dgchnophora
pinasterutilizando Marcadores SSR

4.1.1. Coleta do Material Vegetal

Foram coletadas, nos anos de 2011, 2012 e 2015, folhas jovens de
sete populacdes naturais ldepinasterdistribuidas ao longo das regides sul e sudeste do
Estado de Minas Gais (FIGURA 4 denominadas deoco Bonito (PB); Serra do Sofa (SS);
Serra da Arrga (SA); Serra do Salto (SSa); Serra Branca (SB); Areia Branca (AB) e Ouro
Branco (OB). Adistancia entre populagdes variou de no minimo, aproximadarhehten
entre as populacdes SB e AB no maximo, aproximadamente, 152 km entre OB e as
populacdes prnenientes da regido sul (PB, SS, $a, SB, AB). A altitude variou de 940
m (populacéo SS) afi92 m (populacdo SSa) (TABELA 2).

Figura 4. As sete populacdes tlgchnophora pinasteutilizadas. Destacadas em laranja as
populacbes (OB, AB, SSa) coletadas para o estudo de composi¢cdo quimica dos 6leos
essenciais e extratos.
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Tabela 2. Origem e dados de coleta das populacfes natiMagctleophora pinasteMinas Gerais, Brasil.

NUmero Localidade Posicdo Geografica Numero do
Nome da populacédo Sigla de -~ Latitude (S)  Longitude (W) Altitude (m) Voucher
individuos /Regido
Poco Bonito PB 20 IngaiLavras/Sul 21°20'03.6" 44°58'20.5" 1044 UEC 167209
Serra do Sofa SS 28 Ingakltumirim/Sul 21°21'30.4" 44°51'31.4" 940 UEC 167208
Serra da Arnica AS 25 Luminariasingai/Sul 2102606 4405660 : 1055 UEC 179320
Serra do Salto SSa 25 Carrancas/Sul 2102606 44U38061 1292 UEC 179322
Serra Branca SB 25 Carrancas/Sul 21U266 44035061 1124 UEC 179321
Areia Branca AB 25 Carrancas/Sul 21°27'26" 44A35" 4 1143 UEC 167207
Ouro Branco OB 38 Moedaltabirito/Sudeste 20 A206 43 A5567¢ 1240 UEC 8

Total 186
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O numero de individuos coletados variou por populagdo (TABELA
2). Cada individuo foi etiquetado e deleram obtidas as respectivas coordenadas
geograficas (ANEXO). As folhas de L. pinaster coletadas foram armazenadas,
individualmente, em tubos Falcon (50 mL) contendo sitjeae conduzidas ao Laboratoério
de Biologia Molecular do Centro de P&D de Recursos Genéticos Vegetais do Instituto
Agrondmico, CampinasSP, onde foram armazenada8@°C até extracdo do DNA.

Foram preparadagxsicatas das sete populacbes amostradas e
depositadas no herbario da Universidade Estadual de Campid®ELA 2). A
identificacdo botanica da espécie foi feita g&dof. Dr. Jodo Semir do Instituto de Biologia
daUniversidade Estadual de Campinespeialista no géneraychnophora

4.1.2. Extracdo e quantificacdo de DNA

A extracdo de DNA dos 186 individuos Hepinasterfoi feita a
partir de 10 mg de material vegetal, previamente triturado em nitrogénio liquido, momentos
antes de inciar o procedim® de extracdo do DNA, utilizando protocolo CTAB (DOYLE
e DOYLE, 1990), com modificagdes, conforme a seguir.

Em tubos de 2 mL identificados para cada individuo foi colocado o
material vegetal triturado e adicionados 1 mL de tampdo de extracdo CTAB 2%, pré
aguecido a 65°C, contendo: agua M@li(g.s.p.); TRIS (tris(hidroximetiFaminometano))

i HCI pH 8.0 100 mM; NaCl 1.42 M; CTAB (brometo de cetiltrimetilaménio) 2%; EDTA
(8cido etileno di ami no 4imertaptaeta®it 0.2%0 PVP 2 0
(polivinilpirrolidona) 2%. Os tubos com tampé&o de extracdo + DNA foram fechados e
agitados para homogeneizag¢do do tecido e, posteriormente, aquecidos ermddaho
(65°C) por 60 minutos e, agitados a cada 15 minutos.

A mistura foi resfriada em temperatura ambéerd seguir foram
adi ci onados 9 0 Gsoamilicoqz2d:1)cabitandse fevemente os tubos até a
formacdo de uma emulsdo homogénea, sendo, entéo, centrifugados por 5 minutos a 10000
rpm; para a desnaturacdo e precipitacdo das proteinas. O astzrien (360 pL) foi
transferido para tubos de 1.5 mL devidamente identificados, adiciosandesta etapa,
500 e L de i -prapanol)o gelado,o misturariglo levemente até formar um
precipitado. Os tubos foram mantidos29°C por 30 minutos e, deppisentrifugados

durante 10 minutos a 10000 rpm, Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o precipitado
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(pelled posto para secar em temperatura ambiente por 15 minutos. As proximas etapas
constituiram: lavagem dpellet com a adi - «0 /@% seduia perL de
centrifuga-«o0o durante 7 minutos a 12000 rpn
de etanol 95% seguida por centrifugacdo durante 7 minutos a 12000 rpm e retirada do
sobrenadante; secagemmiletem temperatura ambiente; dissolucispelletsutilizando
60 eL de tamp«HCITE (160MmMiMe TEDSA, pH 8, 0) ac
(10mg/mL); adicdo das amostras em bantaria a 37°C por 60 minutos para atividade da
RNAse e, depois, as amostras foram deixadas sobre baocadwht a temperatura
ambiente e, por fim, armazenadas em freei@0& C.
No Laboratério de Diversidade Genética e Melhoramentesdala
Superior de Agricultura Luiz de Queiroz da Universidade de Sdo P@alopusde
Piracicaba SP, foi feita \erificacdodas amostras dos DNAs em eletroforese com gel de
agarose 1%, corado com Syber Green®. A visualizagdo da quantificacdo de DNA foi por
meio de um transluminador ultravioleta e a quantificacdo realizada por meio de comparacoes
entre o tamanho e a intensidadies bandas do DNA com as bandas de concentracdes
conhecidas de DNA do fa¢gd o (12.5, 25, 50,
ApoOs a quantificagdo do DNA extraido, realizmi dilugdo das
amostras com agua ultpaura até a concentracéo de trabalho, aproximadamemtg,5 € L .

4.1.3. Amplificacdo e Determinacdo dos Microssatélites
Treze locos microssatelites descritos e testados dusargening

preliminar emL. pinaster(HABER et al, 2009) foram avaliados. Foram utilizados para

analise oito locos que apresentaranmrpoifismo (TABELA 3).
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Tabela 3. Marcadores microssatélites utilizados, sequéncia plagiers motivo,
classificagdo do motivo, produto (pb) e n°® de acesso no Genbank.

Primer Sequéncia Motivo Classificacdo  Produto  N° acesso
(pb) no
Genbank
Lpin 4 F: CGG GTC ACATAT TAC TCG CC (AC)s Composto 161 BV722920
R: ATA ATG GGC TCC ACG AAACA (AG)20 interrompido
Lpin 6 F: AGT TCAGCT GTT TAG GGG CA  (TA)s Composto 284 BV722922
R: GCT GGAACCCGTTATTGC TA  (AC)1s interrompido
Lpin9  F:GGT TGG CGA AAG ACA GAG AA  (TAAAA) 2 Composto 268 BV722924
R: CAC AAT CCT AGC CCAACCAC (AAAAG): interrompido
(GA)14
(AAAGG):?
Lpin11 F:GCACGGCTGGTCACTAATCT (TCu Perfeito 230 BV722926
R: GAAGTT CCATGG CCT ACC AA
Lpin 13 F:TTG AAG GCT CAAGGTTTT GG (TCho Perfeito 296 BV722927
R: CCC ATC GCA CCG AAT AAT AA
Lpin 14 F:TAG TGC CAAAGA GCAGCAAA (CT)e Perfeito 182 BV722928
R: CAA AAA TGG GTC TCT TTT CAT
TTC
Lpin 16 CGG TTT GGA CAA AAA GGT GG (TC) Composto 179 BV722929
GAT TGG GAG ATT TGG AAG CA (ATTTG)2 interrompido
(TTG)s
(TTG)
Lpin 17 F: AGA ACG AAT CAT ACG GGT GC  (ACCTG). Composto 179 BV722930
R: CCA AAG AGC AGA AGG ATTGC  (AC)14 interrompido

*Desenvolvido por Harbegt al. (2009).

As reacdes de polimerase em cadeia (PCRs) feralizadas em um
volume final de debuffecl@X; IcOqub de @MT®02.5MDI4 L de
BSA 25 mM; 0.2 pyL de cauda M13 10 mM (CACGACGTTGTAAAACGACQC),
complementar as sondas contendo fluorescéncias IRDye700 e IRDye800; 1 uL de DNA
moldee 5ng/uL; 1 uL deTaqDNA polimerase (Invitrogen). Variese o volume derimer
10 mM, o volume e a concentracdo de Mg(@550 mM) e, também, variese a
temperatura de anelamento {52PC) (TABELA 4). O volume final da reacao foi
completalo com agua ultrpura.

As amplificaces foram realizadas em termociclador-Ead My
Cicler) e, para oprimersLpin 4 a 16, foi utilizada a seguinte programacao: desnaturacao
inicial a 94°C por 2 min; 32 ciclos de 94°C por 1 min, temperatura apropriada de anelamento
porl min, 72°C por 10 min. PargpamerLpin 17 a programacéo utilizada foi: desnaturagéo
inicial a 95°C por 5 min; 10 ciclos de 94°C por 30 s, 50°C por 45 s, 72°C por 45 s; 30 ciclos
de 94°C por 30 min, 40°C por 45 s, 72°C por 45 s, 72°C por 10 min.
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Tabela 4. Condicdes para amplificacdo dpemers Temperatura de anelamento (TA),
volumes (pL) e concentracao de MgGlolume de primerforward (F) ereverse(R), tipo

de fluor6foro (M13) e volume de Taq DNA polimerase utilizados para amplificacéo dos oito
locos microssatélites utilizados na genotipagem dos 186 individudsyateophora
pinaster

MgCl2 F R M13
N° TA (10 mM) (10 mM) (10 mM)
Primer (°C) 25 50
oL mM mM - T — IRDye700 IRDye800

Lpin4 50 16 X 0.32 0.4 X

Lpin6 50 1.0 X 0.32 0.4 X
Lpin9 52 1.0 X 0.32 0.4 X
Lpin11 50 1.3 X 0.32 0.4 X

Lpin13 50 1.0 X 0.32 0.4 X
Lpin14 50 1.0 X 0.32 0.4 X

Lpin1l6 50 1.0 X 0.32 0.4 X

Lpinl7 50 3.0 X 1.00 1.00 X

*X=na coluna, indica as concentracdes de MgQlo fluoroforo utilizados

A eletroforese foi feita em genotipador autométiceaCOR DNA
ANALYSERS 4300 (LICOR®) em gel de poliacrilamida 6.5% paguecido por 30 min.
0.25 pL de um marcador 10 mM contendo fragmentos de 50 a 350 pb marcados com
fluorescéncias IRDye700 e IRDye800 também foi aplicado. Imagens em formato eletrénico
dos géis foram geradas automaticateaturante a eletroforese para cada um dos pares de
primerse, posteriormente, as imagens utilizadas para determinacdo do tamanho dos alelos
obtidos em cada loco através dos programas SAGA LITE e SAGA MX GENERATION
(LICOR®) (mapa metodolégico FIGURA 3)

4.1.4. Andlises Estatisticas

4.1.4.1. Variabilidade genética

Niveis de diversidade genética dentro e entre populacdes foram
descritos pelo calculo dos seguintes parametros: frequéncia alélicaurero total de
alelos; A: numero médio de alelos popptacéo; A: alelos privados; A alelos raros; b
heterozigosidade observada=heterozigosidade esperada; Eoeficiente de endogamia;

Ta: Taxa de cruzamento aparente; Rqueza alélica.As estimativas A Ho, He, Ra eFis

foram estimados para cada populagéo utilizando o pacote DIVERSITY (KEEXAN
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2013)da plataforma& v. 3.1.2, e Aatravés dsoftwareGDA (LEWIS e ZAYKIN, 2001).

Os intervalos de confianga foram obtidos por meio de 1000 reamostbagesisap.Como

as populacbes apresentaram tamanhos amostrais diferentes, as estimativadsrdm R
corrigidas com base no menor tamanho amostral através de rarefacdo (HURLBERT, 1971).
Ta foi estimada conforme procedimento descrito por Weir (1996) e Vencovsky (1i@94),

acordo com a equagao:

(1)
(1+)

Ta= 1-

Onde T = taxa de cruzamento aparenté=eindice de fixacao da

espécie.

O f de Weir e Cockerham (1984) (analogo agde Wright) foi
estimado pelosoftware FSTAT v. 2.9.3.2 (GOUDET, 1995). O teste exato, feito para
verificar se as populacdes aderem as proporcdes do Equilibrio de\Wandlyerg (HWE)

e o teste para a deteccdo de desequilibrio de ligacdo (DL) foram ambos feitos através do
softwareGENEPOP v. 3 (RAYMOND e ROUSSET, 1995). DL foi estimado segundo Guo

e Thompson (1992), mediante o algoritimo da cadeia de Monte Carlo Markovaitbes

5000 itera¢des). Foi aplicada correcdo de Bonferroni (HOLM, 1979) ajussarmlaivel de

significancia (5%) amumero de testes aplicados.

4.1.4.2. Estrutura Populacional

O softwareFSTAT v. 2.9.3.2 (GOUDET, 1995) também foi usado
para estimar o d de Weir ertd€Wrgh)eAcboregaodel 98 4)
d (WEIR e COCKERHAM, df6i&alcylady wilizando adfteedreo s n u |
FREENA (CHAPUIS e STOUP, 2007). Q+Har a par e os intervalos de confianca (1000
bootstrap$ foram estimados pelo pacote HIERFSTAT (GOUDET, 2005) da plataforma R.
Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) foi realizagelo softwareARLEQUIN v. 3.1
(EXCOFFIEREet al, 2005) e a inferéncia sobre o fluxo génico feita pelo método indireto do
Fst, sendo estimado o niumero de migrantes por geragap ((NRIGHT, 1951) para o

conjunto de populagdes estudadas.
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A estrutura das papacdes também foi avaliada pelo método de
agrupamento Bayesiano utilizando o programa STRUCTURE v. 2.3.4 (PRITCHHARD
2000) O numero mais provavel adusters(K) foi determinado pelo condicionamento dos
dados a valores de K variando de 1 a 10, 50(b0@®ine 1C iteracdes, repetidos 20 vezes.
Para determinar o nUmero mais provavel de K foi utilizado o método de Eateain@005)
baseado na medidal hocgK pelo softwareonline STRUCTURE HARVESTER \.6.93
(EARL e VON HOLDT, 2012

A correla-«o das mat rvsgzeeosg rdBe i cciast
Agen@&ail tatudeo foi realizada pelo teste de
com 1000 permut@gs e o indice de correlacdo de Pearson ao nivel de 5% de significancia
através deoftwarePAST v. 3 (HAMMERet al, 2001). As matrizes de distancia geografica
e de altitude entre populacdes foram calculadas atravésfilearePROGRID v. 1.1, do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), utilizando como dados de entradas os
parametros latitude, longitude e altitude, registrados para cada individuo. A matriz de
distancia genética de Nei (1972) foi calculada através do pacote ADEGENET (JOMBART,
2008) da plataforma R v.3.1.2.

Foram utilizados dois métodos para detectar potencial reducéo de
tamanhos populacionais paloftwareBOTTLENECK v. 1. 2. 02 (CORNUET e LUIKART,
1996; PIRYet al.,1999), onde recente reducao do tamanho populacional efi@tiestada
sobre o mdelo de duas fase$wo Phase Modebu TPM) (DI RIENZO et al, 1994) e o
modelo de mutacastepwise(Stepwise Mutation Modelu SMM) (KIMURA e OHTA,
1978). A significancia levando em conta TPM e SMM foi estimada usando olteste
tailed de Wilcoxone o teste de Sinal

4.2. Estudo da Composicdo Quimica dos Oleos Essencigisdos Extratos

Etanolicos das Bpulacdes dd.ychnophora pinaster

Para o estudo da caracterizacdo quimical deinaster foram
selecionadas trgmpulacdesas quais foram coletadas em fevereiro de 2015, com base nos
resultados do estudo genético, sendo o critério de escolha caracteristicas genéticas
diferenciadas. Foram escolhidas, portanto, a populacédo da regido sudeste (Ouro Branco,
OB), localizada entresomunicipios d&loeda e Itabirito, e duas da regido sul (Areia Branca,
Serra do Salto; AB, SSa), localizadas no municipiGaeancas (FIGURA 4).
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Partes aéreas (aproximadamente 150g) dos individuos das
populacdesOB, SSa, AB foram coletada®s individu@ amostrados nas trés populacdes
foram os mesmos coletados no estudo genético (TABELA 2).

Para o estudo da caracterizacdo dos principios ativos dos extratos
etandlicos foram coletadas partes aéreas de uma amostra composta de individuos das

populagcdes OBSSa e AB, consistindo em uma amostra por populagao.

4.2.1. Coleta e Beneficiamento do Material Vegetal

O material vegetal coletado dos individuosldepinasterpara o
estudo dos 6leos essenciais (total 55 individ@@dsem OB, 11 em AB e 17 em Sy#oi
armazenado, individualmente, em sacos plasticos identificados e transportados ao
Laboratorio de Produtos Naturais do Instituto Agrondmico, CampiraBB. O mesmo
procedimento foi adotado para as amostras (amostra composta das populacdes) destinadas

ao preparo dos extratos (1 amostra por populacéo).

4.2.2. Analise dos Solos dos Locais de Coleta das Populactes

A caracterizagcdo quanto a fertilidade dos solos dos trés locais de
coleta foi realizada com base na analise quimica de maeoncrenutrientes. Foram
coletadas aleatoriamente quatro amostras do solo da area de coleta da populacdo OB com
pa, devido ao solo superficial e pedregoso, que impossibilitou o uso de trado e a coleta do
solo a 20 cm de profundidade, que é o procedimentadpadis amostras foram
encaminhadas para o Laboratério de Solos da Faculdade de Ciéncias Agronbmicas da
Uni versidade Estadual PaBotudatdSPa @fJ %l i o de Me
Os dados das amostras de solo das populacfenAB)Y e SSa
(n=9) foram obtidogle estudos prévios (ISOBE, 2012; SILVA, 2013). O prodecimento de

coleta e da analise da fertilidade do solo foram os mesmos realizados para a populacdo OB.

4.2.3. Extracdo dos Oleos Essenciais das Folhas

Os 0Oleos essenciais das folhas de cifviduo foram entéo

extraidogpor meio de hidrodestilacdo em aparato Clevenger por periodo de duas horas. Apos
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extracao, os 0Oleos essenciais foram armazenados em frascos de vidro de 5 mL, e mantidos a
4°C até o momento do célculo de rendimento e da andlise de sigaggoquimicgmapa
metodolégico FIGURA 3)

O rendimento de o6leo essencial foi calculado individualmente em
base seca de material vegetal. A umidade do material vegetal de cada individuo utilizado nas
extracoes de 6leo essencial foi obtida a partir dagesm de 4g de folhas, em triplicata,
acondicionadas em sacos de papel e secas em estufa de circulacdo forcada de ar a 40°C até

obtencéo de peso constante.

4.2.4. Andlise da Composicdo Quimica dos Oleos Essenciais

As andlises qualitativas dadeos essarais foram realizadas em
cromatégrafo a gas acoplado a espectrometro de m&8€ads, Shimadzu, Q000),
dotado de coluna capilar de silicafundida<® ( 30 m x 0. 25 mm x 0. 2
Specialty Chemical, Inc.), operando por impacto de elét(@@seV), injetor a 240°C,
detector a 230°C, modo de injecéo split (1/20).

Os 6leos essenciais foram diluidos em acetato de(ktileag 6leo
essencial/ 1 mL solvente), grau cromatografico, hélio como gas de arraste (1.0 jpL/min.
volumede injecdo (1 pL) e o seguinte programa de temperatura:-6D08Q°C, 3°C. mift;
180°C- 240°C, 10°C. mitt para as populacées AB e SSa, e para OB 6®4D°C,3°C.
mint. As andlises foram feitas em triplica.

A quantificacdo dos 6leos essenciais peitodo de normalizacao
de areas foi conduzida por cromatografia a gas com detector por ionizacdo em chama
(Shimadzu, modelo G010, GGFID), empregandae as mesmas condi¢cdes operacionais
das analises por GNIS.

Os indices de retencao foram obtidos peionda injegédo de uma
série den-alcanos (@G-Cos- Sigma Aldrich 99%), aplicandse a equacao de Van den Dool
e Kratz (VAN DEN DOOL e KRATZ, 1963).

A identificacdo dos constituintes quimicos foi efetuada através da
analise comparativa dos espectros de agmsas substancias com o banco de dados do
sistema CG/EM (NIST 62.lib) e indices de retencdo (ADAMS, 2007).
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O rendimento dos extratos etandlicos foi calculado seguindo a
mesma metodologia para os 6leos essenciais. Porém, para este caso, o calcukaftn reali

em base seca de amostras compostas de cada populacéo.

4.2.4.1 Anélises Estatisticas

As diferencas entre altitudes e rendimentos meédios populacionais
dos 6leos essenciais foram avaliadas através de andlise de variancia e as médias comparadas
pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidadeftware XLSTAT v.2015
(ADDINSOFT®, 2015.

Para analise interpopulacional da composicdo quimica do 6leo
essencial e dos solos de origem foram utilizadas Analise de Componentes Principais (PCA),
Andlise de Cluster Aglomerativa Hierarquica (HCA) (algoritimo UPGMA, indice de
dissimilaridade da distarecEuclidiana) e Analise Discriminante (DAftwareXLSTAT
v.2015 (ADDINSOF®, 2015.

Para as andlises multivariadas foi realizadeppogessamento dos
dados utilizando autoescalemento (AS), onde matiXzes) foram obtidas quando os
parametros origiais de cada amostra da ma¥jZoram subtraidos da médke divididos
pelo desvio padra§ da variavel Xjas)= Xj-5/S), tendo média igual a zero (0) e desvio
padréo igual a um (1).

Nos modelos DA & dados autoescalados foram submetidos a
MANOVA (Teste do Lambda de Wilks Multivariado, alfa= 0.05) e, em segtnilgito o
Teste de Igualdade das Médias das Classes (UTEMC) para avaliar a igualdade ou ndo das
médias entre classes da DA varidvel por i, software XLSTAT v.2015
(ADDINSOFT®, 2015).

Através da Analise de Redundancia (RDA) foi analisado se a
variacao contida no Oleo essencialLdpinastertende a ser explicada pelos fatores altitude,
latitude, longitude e composicdo dos solos de origas populacdes. As analises RDA
foram conduzidas através doftwareXLSTAT v.2015 (ADDINSOFT®, 2015). O teste de
permutacdo de Monte Carlo foi aplicado considerando 500 permutacdes aleatérias para
avaliar a existéncia ou nao de relacao linparalor<0.005) entre as matrizes.

A analise de correlacédo entre os dados genéticos (SSR), quimicos

(dados Oleos essenciais) e distancia geografica (latitude; longitude) foi realizada também
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pela correlagdo simples e parcial das matrizes das distancias Eucligi&n@80
permutacdes), onde se estimou a correlagao entre duas matrizes e, posteriormente, controlou
o efeito de uma terceira. Foi utilizadsoftwareXLSTAT v.2015 (ADDINSOFT®, 2015)

para o calculo das distancias Euclidianas e a realizacao dos test@stelea\Mantel parcial.

4.2.5. Obtencgéo dos Extratos Etandlicos

O procedimento para obtencéo dos extratos se deu por extracao a
frio, pelo método de maceracéo.

Material vegetal (caule, ramos e folhas) de cada populagéo,
previamente secotemperaturambiente, foi picado manualmente com tesoura de poda e
acondicionado em frasco de vidro com tampa. A seguir foi adicionado alcool etilico 96° GL
até completa imersdo do material vegetal e a solucdo mantida a temperatura ambiente, por
sete dias. Para a pdpgao OB foram utilizados 880.7 g de material vegetal e 17 L de etanol;
populacdo SSa, 721.5 g de material vegetal e 10.5 L de etanol; para a populacdo AB, 1203.5
g de material vegetal e 14.5 L de etanol.

A seguir, a solucgdo foi filtrada em papel filtro solvente removido
em evaporador rotativo a temperatura de 60°C. Os extratos foram armazenados em frascos
de vidro e acondicionados em dessecador até obtencdo de peso constante para o calculo do

rendimento e andlise da composicdo quirtitapa metodoléga FIGURA 3)

4.2.6. Analise dos Extratos por UHPLEMS

As analises dos principios ativos dos extratos pertencentes as classes
dos fenilpropandides, sesquiterpenos, lactasguiterpénica, flavona e flavonol (TABELA
1) foram realizadas por Cromatografiaquida de UltraAlta Eficiéncia acoplada a
Espectrometria de Massas (UHRIMS) no Laboratério de MetaboldmiesEspectrometria
de Massas (LabMetaMass) do Instituto de Biologia da Unicamp.

Para as analises foi utilizado um Cromatografo UPLC® Acquity da
Watrs. A colwuna wutilizada foi uma C18 BEH
mm) com temperatura do forno em 30 °C. A eluicdo das amostras foi feita por gradiente,

com fl uxo dleutlizaddd comb fase mévél agua purificada (MiliQ) com
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0.1% de acido férmico e como fase méBImetanol (grau cromatografico), conforme
descrito na Tabela 5.

Tabela 5. Gradiente otimizado para anal@e extrato etandlicpor UHPLGMS. Fase
mével A- agua purificada (MilkQ) com 0.1 % de acido férmico e como fase movel B
metanol

Tempo (min) %A (H20) %B (MeOH)
Inicial 95.0 5.0
8.00 0.0 100.0
8.50 0.0 100.0
8.60 95.0 5.0

10 95.0 5.0

Foi usado um espectrometro dessas triplaguadrupolar (TQP
Acquity da Waters) com ionizacdo por eletrospray (ESI) realizando varredura em modo
negativo nas seguintes condic¢des: capilar de 3000 V, cone de 35 V, extrator de 1.0 V,
temperatura da fonte de 150 °C e temperatura de datsgie de 300 °C. Espectros ESI
MS/MS em modo negativo foram adquiridos para os ions dos principios ativos da Tabela 1
gue foram registrados nas amostras.

Para tanto, foram pesados @@s 9.4, 9.2 e 8.9 mg de amostras dos
extratos das populacdes AB, OB e SSa, respectivamente. As amostras foram diluidas em
1000 pL de metanol, grau cromatografico, e homogeneizadas em ultrassom por
aproximadamente 5 minutos, sendo designadas de solucaceegttiquotas de 100 uL das
solugdes estoque foram transferidas paais de 2 mL e adicionados 900 puL de metanol.
Aliquotas de 10 pL de cada amostra foram injetadas em UHW&@ara a realizacdo do
fingerprinting que foi realizado sem separacdo cromaificg, por espectrometria de
massas, com ionizacao por electrospray (ESI) e injecéo direta por seringa

Em seguida, a separacdo cromatogréafica foi utilizada para a busca
dos ions dos principicgivos daTabela 1 (pag. 35) utilizando o recurso Cromatogram
fons Extraidos (XICExtracted lon ChromatogranPara tanto, aliquotas de 100 pL das
amostras de extratos incialmente diluidas em metanol (solu¢do estoque) foram transferidas
paravials e diluidas com 900 pL de agua Mill) e,destas aliquotade 7 |L injetadas no
UHPLC-MS.

Para a identificag&@o dos principios ativos foram utilizados os padrdes

comerciais da quercetind.4 mg)(Sigma, 98%), vitexina (1 mg) e do acido clorogénico
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(1.3 mg)(Sigma, 95%). Adicionalmente, foram utilizados os padrbes daar(t.5 mg)
(Sigma, 95%) e do acigecumarico(1 mg)(SigmaAldrich, 99%)

Aliguotas de 7.0 pL de uma solucdo contendo cerca de 100 pg de
cada padrao (valores corrigidos pelo peso exato utilizado de cada padrao inicialmente) por
mL de agua MiliQ foram njetadas em UHPL®AS para a determinacdo dos tempos de
retencdo tg). Os trs dos padrbes foram comparados com os dos principios ativos dos
extratos.

A andlise quantitativa dos analitos foi feita pelo método de padréo
externo. Para a curva de calibragé@im preparadas solugdes nas seguintes concentracoes:
quercetina@.14, 0.7 1.4, 7 e 14ug/mL), &cido clorogénico (0.065, 0.13, 0.65, 1.3 e 6.5
pug/mL) e acidop-cumarico (0.05, 0.1, 0.5 elig/mL) em agua MikQ. Foram injetadas 7
pL de cadasolucéepadrao nas mesmas condigdes operacionais dos extratos.

As anadlises dos principios ativos pertencerdssclasses dos
triterpenos e esterdides (TABELA 1) foram realizadas por GC/MS no Laboratério de
Fitoquimica do Centro de P&D dRecursos Genéticdgegetais do Instituto Agronémico,
Campinag SP. Para cada populacao, aproximadamemg de extrato etandlico foram
diluidos em 1 mL de alcool etilico P.A (99.5%) e injetado 1uL de solucéo no cromatdgrafo
a gas acoplado a espectrometro de ma&@ad S, ShimadzyuQR5000), dotado de coluna
capilar de silica fundda Ov5 (30 m x 0.25 mm x O0.25 ¢&m,
Chemical, Inc.), com ionizacdo por impacto de elétrggd (70 eV). Condicbes
cromatograficas: injetor a 240°C, detector a 230°Cdgéaraste hélio ( 1mL. ™, modo
de injecdo split (1/20). Programa de temperatura: 10@80°C, 5°C/min; 280°C/20min.

A identificagdo das substancias foi realizada por meio da
comparacao do espectro de massas das substancias com o banco de dados do sistema GC/MS
e literatura e a injecdo de padrdo de estigmasterol nas mesmas condi¢cdes analiticas das

amostras.

4.3. Estudoin vitro da Atividade Tripanocida dos Extratos Etandlicos e dos

Oleos Essenciais de Populagdes dgchnophora pinaster

Os ensaios foram realizados no Laborat6rio Nacional de Biociéncias
(LNBIio) do Centro Nacional de Pesquisa em Energia e M&dCNPEM).
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4.3.1. Cultura de Células

Foram utilizadas células da linhagem celular U20S (derivada de um
paciente com osteossarcoma) e EMB2 (isolada dos rins delacaca mulatta As células
U20S foram compradas do Banco de Células do Rio de JaB&RJj, Xerém, Rio de
Janeiro e LLEGMK2 foi adquirida do laboratério do professor Sérgio Schenkman,
Universidade Federal de S&o Paulo. O cultivo ceinlgitro foi realizado em meio DMEM
de alta glicose (HyClone), suplementado com soro bovino fetal (F®%)(Gibco) e com
os antibi-ticos estreptomicina 100 U/ ml
estufas a 3 e 5% de CQ@

4.3.2. Parasitalrypanosoma cruzi

A cepa Y foi doada por Sérgio Schenkman (Universidade Federal de

Séo Paulo).

4.3.3.Composto de Referéncia e Amostras

O composto referéncia benznidazol, utilizado comercialmente no

tratamento da doenca de Chagas, foi obtido da empresa Nortec Quimica (Duque de Caxias,

RS, Brasil). As amostras dos 6leos essenciais e extratos utilizadas dsrmesmas do

estusb de composicdo quimica (Secaa)4

4.3.4. Preparo das Amostras

O benznidazol foi dissolvido em 100% dimetilsulfoxido (DMSO) na

concentracdo de 40mM, enquanto as amostras naturais foram preparadas a uma solucao

estoque de 1Ong/mL, também em 100% DMSO. Aliguotas de pequeno volume foram

estocadas sof80°C. Com intuito de conservar as propriedades das amostras triadas, as

aliquotas estocadas foram submetidas a ciclo de congelamento e descongelamento de no

maximo trés vezes.
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A partir da solugdo estoque, as amostras foram diluidas 100x na
placa de ensaio a fim de se obter uma concentragdo méaxima na curva dose resposta de
400uM e 100pg/mL para o benznidazol e amostras naturais (6leos essenciais/extratos),

respectivamente; a concentra¢iéial de DMSO na placa de ensaio foi de 1%.

4.3.5. Ensaio AntiTripanossoma cruzi

Os ensaios foram conduzidos segundo Morteal. (2014). No
primeiro dia, foram semeadas 700 células U20S em placas pretas de 384 pocos (Greiner
Bio-One), em 40ul d®MEM alta glicose, com ajuda do dispensador automatico Wellmate
Liquid Handler (ThermeScientific) e incubadas por 24h, a 37°C/5% de GXPENDICE
1). No segundo dia, foram colhidos tripomastigotas do sobrenadante de cultura de células
LLC-MK2 infectadas omT. cruzi que foram adicionados na multiplicidade de 20 parasitas
por células em 10ul de DMEM alta glicose e incubado por 24h a 37°C/5% de CO
(APENDICE 1). No terceiro dia, foram adicionados 10uL do benznidazol na concentragio
inicial de 400uM e das amstras de 6leos essenciais e extratds gaastema concentracao
inicial de 100 pg/mL, seguidos de 14 pontos de diluicdo 2x (APENDICE 1); as amostras
foram adicionadas em réplica na placa. Foram incluidos 16 pocos de infec¢do na auséncia
de qualgquer amposto (apenas células U20S infectadas), denominado de controle negativo
e 16 pocos sem infec¢ao (contendo apenas células U20S), denominado de controle positivo;
o volume final dos pocos tratados foi de 60uL. Apds 96 horas de exposicdo, presseguiu
comos passos de fixacdo e de lavagem com paraformaldeido 4% e DPBS. Apds, a placa de
ensaio foi corada utilizando corante de DNA fluorescente verniBRAQ5, Biostatusjjue
marca a célula hospedeira e nucleos de parasitas. Em seguida, a placa foi imageada n
sistema automatizado de geracdo de imagem em alto contetudo (Operetta, PerkinElmer). As
imagens adquiridas em alta resolucédo (20x magnificado) foram analsadassoftware
Harmonypara identificacdo, segmentacao e quantificacdo de nucleo e citoplas@lala
hospedeira e parasita intracelular (APENDICE 2). O ensaio foi realizado em duplicata (dois
experimentos independentes)

O fator estatistico Z" foi adotado para avaliar a qualidade estatistica
do ensaio. Este mede a confianca da triagem, coasiema janela de separagcao entre os
valores médios e os desvios entre 0s controles positivo e negativo.

O Z" pode ser calculado através da seguinte férmula:



52

Z'=1-[3*(DPp + DPn)/|(Mp T Mn)[]

OndeDP corresponde ao desvio padréb corresponde a médig,
representa o valor de taxa de infeccdo no controle positivo (células infectadas tratadas com
Nifurtimox a100uM) en representa o valor da taxa de infec¢éo no controle negativo (células
infectadas tratadas apenas com DMSO 1%).

Todos os experimentos fanaavaliados por meio do Z°, sendo que

se considerou como satisfatério o ensaio cujo este parametro fosse igual ou sugerior a 0

4.3.6. Definicdes

Para os propésitos deste estudo, (i)sE@®i definido como a
concentracdo de composto correspondente a 50% da atividade normalizada apés 96 horas
de incubacao. A poténcia dos compostos é relacionada ao valosgl®mie quanto mais
potente o composto, menor € o valor ded=@l) CCso é defnido como a concentracéo de
composto correspondente a reducdo de 50% das células hospedeias em comparacdo ao
controle negativo, onde maior o valor desg@enor é acitotoxicidade; ifi) Indice de
Seletividade (IS) é definido como a raz&o entre o val@@ee EGo. Quando o calculo de
CGCso nao é possivel, o valor de IS tende a ser maior do que a razdo entre a concentracao

maxima de composto e BC
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Estudo de Diversidade Genética e Estrutura Populacional dechnophora

pinasterUtilizando Marcadores SSR

A extracdo de DNA dos 186 individuos He pinasterfoi bem
sucedidaquando utilizado o protocolo CTAB (DOYLE e DOYLE, 1990), com as
modificagdes sugeridas por Haber (20085URA 5).

O perfil de um gelobtido pelo sistema de eletroforeseQOR,
correspondendo ao loco Lpin 13, é apresentado na Fegéysimagens obtidas para cada
loco foram utilizadas para determinacdo do tamanho dos alelos e, posteriormente, para a
determinacdo dos parametros genétiatilizados nos estudos de diversidade genética e

estrutura populacional de pinaster.
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Figura 5. Perfil do gel de agarose 1% corados com Syber Green®, mostrando a
quantificacao de vinte e uma amostras do DNAyt#nophora pinaster

Individuos Padrdes

1. 2 3 4 '5° 6.7 8 UG0S 1S S 1A IGEETe B 788 819 8205210 12,525 50 100 200

1

Exemplo padréo de uma amostra ideal para amplificac

-~ &

*As Ultimas cinco bandas correspondem aadrfjesdo DNA do bacteriéfagda.ambdaa 12.5, 25, 50, 100 e
200 ng/pL.

Figura 6. Perfil de um gel obtidpelo sistema de eletroforese COR, correspondendo ao
loco Lpin 13.

350

325

| 300

240
*Entre as linhas tracejadas esté a regido de amplificacdo deste loco.

5.1.1. Variabilidade Genética

Levando em conta a iminente necessidade de preservacéo de
pinastere acaréncia de estudos genéticos com a espécie, os marcadores SSR se mostraram
uma ferramenta apropriada para ser utilizada neste tipo de estudo.

As frequéncias alélicas de cada loco estdo apresentadlabela 6.

Os trés locos mais polimérficos foram Lpinlgin 13 e Lpin 4 com, respectivamente, 20,
17 e 13 alelos. Com os oito locos SSR foram gerados 81 alelos nos 186 individuos estudados

e estes foram utilizados na analise genética populacional.
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Tabela 6. Frequéncia dos alelos observados em cada loco polimérfico nas populagcbes de
Lychnophora pinastegstudadas. As populacdes PB, SS, SA, SSa, SB e AB séo provenientes
da regido sul e a populacdo OB da regido sudeste do Estado de Mina$ Bexsils

Populacéao
Loco Alelo PB SS SA SSA SB OB AB
Lpin 4 160 882 208 - - - - -
164 - 20.83 6.00 - - - -
167 - 6.52 48.53 -

171 294 6.25 28.00 70.00 30.43 5.88 78.00
172 1471 12,50 14.00 - - - -

173 5.88 2292 16.00 - 435 882 -
175 8.82 16.67 16.00 28.00 36.96 11.76 12.00
179 - - - - - 7.35 2.00
180 - - 12.00 - - - -
181 2059 417 200 - 15.22 10.29 2.00
183 38.24 1458 400 200 - 2.94 -
185 - - 200 - 435 441 2.00
187 - - - - 217 - 4.00
Lpin 6 247 - - - - - 36.36 -
289 - 476 6.25 - 6.82 - 16.67
201 76.92 52.38 83.33 82.00 9091 - 73.81
293 - - - - 227 - 7.14
297 19.23 7.14 - - - - -
303 - - - - - 6.06 -
305 - - - - - 56.06 -
309 - - - - - 1.52 -
321 3.85 35.71 10.42 18.00 - - 2.38
Lp9 280 - - 2.08 31.25 26.00 94.59 58.33
281 - - - - - - 2.08
284 61.11 5185 64.58 68.75 34.00 - 16.67
286 27.78 33.33 31.25 - 20.00 - 22.92
288 11.11 1481 2.08 - 20.00 541 -
Lpin 11 245 - 9.26 3542 227 - - -
248 36.84 18.52 25.00 27.27 56.00 - 47.83
250 - - - - 400 161 21.74

252 7.89 2593 29.17 2045 4.00 64.52 26.09
254 39.47 38.89 1042 50.00 36.00 33.87 4.35
257 13.16 741 - - - - -

258 263 - - - - - -
Lpin 13 201 - - - - - - 2.08
296 - - - - - 36.11 -
298 - - - - 217 - -
305 1429 3.70 - - 2.78 8.33

307 714 2222 8.00 - - - 4.17
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Populacéao
Loco Alelo PB. SS SA  SSA SB OB  AB
Lpin 13 309 357 - i 200 - 3056 208
311 - ; . 2400 - i i
313 7.4 4259 5200 44.00 - 278 833
315 1429 2037 2000 28.00 73.91 13.89 47.92
316 - ] i i 217 417 625
317 - ; 400 - 1522 278 417
319 4643 741 - i ; i 417
321 - 185 1600 200 652 139 625
323 - 185 - i i 556 4.17
327 - ] i i i i 2.08
328 357 - i i i i i
331 357 - i i i i i
Lpin 14 164 - - - - - 80.30 -
166 - ; i i . 1212 -
168 - ; i i 250 7.58 -
181 1667 - i i i i 263
185 333 - i 1364 250 - i
187 - 227 400 227 750 - i
189  16.67 - i i 250 - i
191  3.33 2045 30.00 1136 500 - i
192 - ] ] i 750 - 5.26
193 333 1364 200 - 1250 - 5.26
195 - 909 2600 682 250 - 13.16
197 1333 - 2000 25.00 - i i
199 1000 - i i 1500 - 31.58
201 3000 11.36 16.00 455 750 - 7.89
203 - 2500 - 2727 250 - 263
206 - 455 - i 750 - 5.26
207 - 455 - i 1000 - 13.16
209 333 909 200 909 500 - 1053
212 - ] i i 500 - i
215 - ; i i 500 - 263
Lpin 16 195 26.47 3077 46.00 2600 14.00 1622 32.00
197 5882 69.23 54.00 74.00 86.00 83.78 68.00
199 1471 - i i ; i i
Lpin 17 173 - - i i 1304 161 -
179 5000 - 1042 48.00 - 2258 588
181  26.47 72.00 31.25 4000 80.43 2581 94.12
183 1471 800 4792 800 - 3710 -
185 - 200 208 200 652 12.90 -
187 882 6.00 833 - i i i
189 - 1200 - 200 - i i
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O nuamero médio de alelos foi 8600+£0.24 muito similar ao obtido
por Haberet al. (2009) (5.82), que utilizando os mesmpsmers estudaram duas
populacdes nativas da espécie provenientes da regido sul de Minas Gerais. A populacdo AB
apresentou o maioimero de alelos,# 45, e a populagdo SSa o menor3l (TABELA
7).

Quanto ao numero de alelos privados, média2de&+0.90, a
populacdo OB (regido sudeste), mais distante das demais (aprox. 152 Km) (FAG|HERA
destacou, com sete alelos privados (TABELA 7). Destes alelos, quatro sdo pertencentes ao
loco Lpin 6 (309, 303, 305, 247), dois ao locamp4 (166 e 164) e um pertencente ao loco
Lpin 13 (296) (TABELA 6). O alelo privado 164 foi o mais frequeB@&30%) na populagao
OB, seguido do 305 (56.06%) (TABELA 6). A populacdo SA apresentou um unico alelo
privado (180) no loco Lip 4, com frequéncia de 12%, assim como SSa (311) no ldoo Lp
13, cuja frequéncia foi de 24% (TABELAS 6 e 7). A populagdo S&pésentou nenhum
alelo privado (TABELA 7). O numero de alelos raros (frequéncia alélis&o) variou de
17 em AB e SB até oito em SSa (TABELA 7).

Quanto a riqueza alélica AR média 4.31+£0.19, os menores valores
foram registrados nas populacdes SSa eRaB,3.41 e 3.83, respectivamente (TABELA
7). Embora a populacdo SS tenha apresentado maior riqueza algtica 8, ndo diferiu
(sobreposicao IC 95%) das populacbes PB, SA, SB, AB e OB (TABELA 7).

Com relacdo a diversidade génica)(ts populacteSS (0.647) e
SA (0.614) apresentaram 0s maiores valores registrados, diferindo de SSa (0.527), AB
(0.576), SB (0.51) e OB (0.484), ao passo que RB (xb644) diferiu significativamente de
SB e OB (Tabela 7). A maior heterozigosidade observagefdHde SA (0.551), que diferiu
de AB (0.405), SB (0.387SSa (0.363) e OB (0.352). A populacdo S5+H.487), com 0
segundo maior valor dedddiferiu de OB. A populacdo PB @4 0.435) nao diferiu de
nenhuma das populacdes quanto a esta estimativa (TABELA 7).

A heterozigosidade média esperada em equilibrio Hafdyberg
(0.565) foimaior que a heterozigosidade média observada (0.425), indicando existéncia de
endogamiaComo ja era o esperado, estes valores médios sdo consistentes com 0s obtidos
para espéciesndémicas (b= 0.42; H=0.32) e estritamente distribuidasofH0.56; H=
0.52) (NYBOM, 2004).
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Os valores das estimativag,R1o e He indicam que as populagdes
nao estdo na mesma proporgdo antropogenicamente afetadas. As populacdes SS, PB e SA,
por exempb, apresentaram maior variabilidade genética do que 8&a (TABELA 7)

Com relacédo aos coeficientes de endogamdg, @S populacdes PB,

SSa e OB apresentaram os maiores valores, 7321, 0.306 e 0.283, respectivamente,
diferindo de SA, quapresentou o menor valorisE 0.105 (TABELA 7). As populagdes PB,
SS, SSa, SB, OB e AB nao diferiram entre si com relacag 40ABELA 7). O Fs global

foi de0.221 e significativamente diferente de zero (IC= 0:2252), sugerindo desvios de
panmixia.

A taxa de cruzamento aparente;)(Tnédia foi de 0.638, valor
compativel com o de uma espécie com sistema de cruzamento misto. Entre popwacdes, T
variou entre 0.514 (PB) a 0.810 (SA), tendo, portanto, maior prevaléncia de fecundacéao
cruzada entre indiduios na populacdo SA; o que reflete, consequentemente, no seu menor
e maior valor de 5(0.105) e kb (0.551), respectivamente (TABELA 7).

O sistema de cruzamento pode influenciar significativamente na
diversidade genética da populacdo (HUAMNSG al, 2009b). Dois exemplos sédo as
populacdes OB e SSa, que apresentam dois dos menores valokg©Be 0.559;SSa=
0.531), a menor variabilidadgienética (considerandBa, Ho e He) e coeficientes de
endogamia alto (k) (OB=0.283; SSa= 0.30@TABELA 7).
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Tabela 7. Estimativas de indices de diversidade genética obtidos para sete populdagi@msmdphora pinasteAr: nUmero total de alelos;
A: numero médio de alelos por populacée; &elos privados; A alelos raros; b: heterozigosidade observadas=Hheterozigosidade
esperada; E coeficiente de endogamiaz Traxa de cruzamento aparent@; Rqueza alélica.

Populagéo
Parametros  -------------------- GG Regi8oSul-----------mnnmmmmmme oo ----  -Regido Sudeste
PB SS SA SSa SB AB OB
-Poco Bonito -Serrado Sofa  -Serra da Arnica-  -Serrado Salte  -Serra Branca  -Areia Branca- -Ouro Branco-
At 42 43 39 31 44 45 36
A 5.25 5.38 4.88 3.88 5.50 5.63 4.5
Ap 4 0 1 1 2 3 7
Ar 10 10 10 8 17 17 10
Ho 0.431 0.485 0.551 0.363 0.387 0.405 0.353
4ChHo 0.3520.516 0.4080.568 0.4960.604 0.30740.433 0.3150.469 0.3180.481 0.3020.397
He 0.644 0.647 0.614 0.527 0.510 0.526 0.484
4Che 0.5490.666 0.5890.672 0.5590.631 0.4740.554 0.4460.548 0.4470.555 0.4450.513
Fis 0.321 0.247 0.105 0.306 0.236 0.231 0.283
4Cris 0.19G6 0.452  0.1310.362 0.0210.182 0.1900.416 0.0870.383 0.0970.372 0.1880.376
Ta 0.514 0.604 0.810 0.531 0.618 0.625 0.559
PRa 4.60 4.73 4.37 3.41 4.61 4.63 3.83
ICr 4.005.000 4.1255.125 4.0004.750 3.0033.750 4.0005.125 4.00065.250 3.3754.250

3C= intervalo de confianca a 959R,= rarefacdo por amostra para 13 individuos
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Através do Teste Exato de Fisher foi possivel verificar que os locos
SSR estdo com frequéncias compativeis ao Equilibrio de Hdeilyberg em somente
poucas populacdes, isto devido ao sistema de cruzamento e cruzamento entre individuos
aparentados (TABELA). Os casos mais extremos foram para SA, SB e PB. Em SA e PB
seis dos oito locos estudados ndo se encontraram em equilibrio HW, ao passo que em PB,
seis locos se encontraram em equilibrio. Em nenhuma das populacdes foi verificado
desequilibrio de ligaggo DL) signi ficativo (U= 0.0002; <co
significando que todas as marcas SSR estudadas sdo independentes.

Tabela 8. Probabilidade do Teste Exato de Fisher para aderéncia ao equilibhterdie
Weinberg. As populagdes PB, SS, SA, SSa, SB e AB sao provenientes da regido sul e a
populacdo OB da regido sudeste do Estado de Minas G&easil.

Loco PB SS AS SSa SB OB AB

Lpin4 0.098 0.132 0.534 0.365 0.000* 0.255 0.820

Lpin6 0.197 0.000* 0.811 0.791 0.003* 0.067 0.117

Lpin9 MN MN 0.001* 0.000* 0.004* MN 0.020

Lpin 11 0.187 0.000* 0.001* 0.255 0.000* 0.562 0.006*

Lpin 13 0.230 0.369 0.001* 0.000* 0.002* 0.375 0.384

Lpin 14 0.011 0.004* 0.001* 0.002* 0.567 0.000* 0.002*

Lpin 16 0.229 0.023 0.000* 0.079 0.396 0.215 0.186

Lpin 17 0.000* 0.128 0.004* 0.000* 0.000* 0.000* MN

MEDIA 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

*MN= loco monomorfico na populacao; 5
*Valor seguido de asterisco (*)= ndo adere as propor¢des espéthdas; 0
(correcao de Bonferroni).

5.1.2. Estrutura Genética

O Fst calculado foi de 0.266 (IC= 0.481081), indicando uma
diferenciac@o genética muito grande entre as populacdes analld&i&HT, 1978). Este
valor é equivalente ao &+ médio obtidopara outras espécies vegetais endémicas (0.26)
(NYBOM, 2004). Apos correcao feita para alelos nulos, este valor foi reduzido para 0.193.
A diferenciagdo genética entre as populacbes € ressaltada
principalmente quando se compara OB das demais (populac@es)dapresentando os
maiores valores desfpar a par (min. d8.3140 entré©B x SS e max. d8.3600 entre OB
x SB) (Grafico 1); o queode ser atribuido a grande distancia geografica (aprox. 152 km)
(FIGURA 4), que, consequentemente, torna o flgémico muito restrito. Os trés menores
valores de Erpar a par foram apresentados entre SB x AB (0.0813), SS x SA (0.0742) e PB
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X SS (0.0971) (GRAFICO 1); o que pode ser atribuido ao fluxo génico pronunciado entre as

populacdes, que sdo espacialmenteipras.

Gréfico 1. Fst par a par entre as sete populacdesydnophora pinasteanalisadas. As
populacdes PB, SS, SA, SSa, SB e AB sao provenientes da regido sul e a populagédo OB da
regido sudeste do Estado de Minas Gér@igasil.
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*Barras na vertical séo equivalentes ao intervalo de confianca a 95%.

Pela andlise Bayesiana, Kf# determinado como o nimero mais
provavel declustersou poolsgenéticosdeacordo com a estatistieal hocpK ( EVANNO,
2005) (GRAFICO 2).

Grafico2. Val ores de @K foram plotados contr a
0 mais provavel numero adusters

2000

V
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No gréafico obtido dasoftware STRUCTURE v.2.3.4 (GRAFICO
3A, B e C), é possivel verificar que cada populacéo é separada por uma lilchhereada
cor representa untluster. Desta forma a cor vermelha, verde, azul e amarela séo
consideradas um grupo genético ou difereptass génicos, formados ppool de alelos
diferentes. Bta separacéo é feita baseadastatistica bayesianA altura vertical de cada
coluna denota a probabilidade de ser compartilhar alelos com populacdes diferentes. Colunas
inteiras da mesma cor indicam que o individuo tem 100% de probabilidade de pertencer
aquela populacdo ou grupo. Quando temos misturap gmdemos visualizar mistura de
cores nas colunas, isto indica que os individuos possuem diferentes probalilidades de

pertencerem aos diferentes grupos.

Grafico 3. Atribuicdo Bayesiana de 186 individuosldehnophora pinasteem (A) K=2,
(B) K=3 e (C) K=4 clusters genéticos utilizando o software STRUCTURE v.2.3.4. As
populacdes PB, SS, SA, SSa, SB e AB sao provenientes da regido sul e a populagédo OB da

regido sudeste do Estado de Minas Gér&igasil.
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*NUmeros romanoepresentam cada grupo genético.
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Em K2 as populagcdes foram agrupadas em g@oisls génicos
distintos, o grupo I, contendo as populacbes PB, SS, SA, SSa, SB e AB, provenientes da
regido sul do Estado de Minas Gerais e, 0 grupo Il, contendo apenas OBjgiavea
regido sudeste do estado (GRAFICO 3A; FIGURAO resultado da AMOVA mostrou que
26.99 % da varia-«o0 gen®tica oce¥k3624pm entr

Como K3 e K4 (GRAFICO 3EC) expressam um padrdo de
discriminacdo mais detaldo e coerente com a real distribuicdo espacial das populacbes
(FIGURA 4), os mesmos foram incluidos no atual estudo. Em K3 é possivel notar que as
populacdes PB, SS, SA e SSa estao dispostas em uncliusiewgenético (grupo 1), assim
como as populacd&B e AB (grupo Il) e OB (grupo Ill) (GRAFICO 3B). Em K4, é possivel
notar que SSa apresenta caracteristicas genéticas diferenciadas das demais, suficientes para
ser separada em um Unidastergenético (GRAFICO 3C)

Alguns individuos da populagdo SSadmstacam por apresentar
por¢cBes do genoma provenientegpdol génico pertencente as populacdes SB e AB em K3
e K4, caracterizando fluxo génico (GRAFICOS 3B e 4). SSa apresenta proximidade espacial
deaprox. 5 Km de SB e AB (FIGURA)4

Adicionalmente, oteste de Mantel revelou uma correlagcéo
significativa entre as matrizes das distancias Euclidianas genética e geogréfica (rp=0.975;
0.001). Ja o valor de correlacdo entre as matrizes das distancias Euclidianas das altitudes e
genética mostroese irrelevate (r= 0.068p= 0.3633) para explicar a estruturacdo genética
populacional.

Estes dados corroboram com a afirmativa de que a extensao do fluxo
génico entre populacbes determina seu potencial para diferenciacdo genética (SLATKIN,
1985; FREELANDet al, 2011). Também correspondem bem com o modelo de isolamento
por distancia de Wright (1943); o que reforcado pela Andlise Discriminante de
Componentes Principais (DAPC), que revelou a formacdo de trés grupos
genéticos/geograficos (GRAFICO 4), semelhantesgampamento Bayesiano (GRAFICO
3).

As andlises do STRUCTURE 2.3.4 eda DAPC contribuem para
explicar o padrdo atual de diferenciacdo genética das populacdes estudadas e, sobretudo,

evidenciam a clara diferenciagéo da populacaq<bBesteylas demaigsul).
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Grafico 4. Andlise Discriminante de Componentes Principais (DAPC) a partir de 8 locos SSR e 186 individuos de Lychnophora pinaster (A).
Em (B) os respectivos agrupamentos no mapa de distribigpacial As populagdes PB, SS, SA, SSa, SB e AB séo provenientes da regiao
sul e a populacédo OB da regido sudeste do Estado de MinasiG&rasd.
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Por se tratar de uma espécie com sistema misto de reproéucéo,
possivel que o sistema de cruzamento também possa afetar significativamente a
diferenciacéao genéticllUANG et al, 2009b).

Com relacéo ao fluxo génico aparente, o valor observado=(N
0.690)pode ser considerado intermediario (GOVINDAJARU, 1989) e océmenor que 1
(Nm< 1), é indicativo de efeito da deriva genética nas populacbes (WRIGHT, 1931; YAO
et al, 2014). Isto pode ter sido causado devido ao isolamento geografico, limitado fluxo
génico, fragmentacao ou flutuac6es demogréaficas das populagées.

Efeitos da deriva genética sdo pronunciados em populacdes
geograficamente isoladas e de tamanho reduzido (BARRETT e KOHN, 1991,
ELLSTRAND e ELAM, 1993; LOHRet al, 2014; HUSEMANNet al, 2015), como é o
caso das avaliadas no atual estudo, e podem lévias\geracdes para exercer impactos
significativos em parametros como a riqueza alélica € @@HOU et al, 2014).

Muitos fatores podem estar ou ter contribuido para a reducdo do
fluxo génico e a diferenciacdo populacional enpinaster.As prépriascaracteristicas da
espécie, a sua histéria evita, seuhabitat e os fatores antropicos sdo exemplos que
merecem ser considerados.

Os polinizadores do génetgichnophorapodem ser beijélores,
abelhas, mariposas e borboletas (SEMtRIl, 2011) e, pdanto, em sua maioria, hdo se
locomovem por longas distancias. A perda do papus durante o desenvolvimento do fruto e a
fus@o de cipselas, faz da diplocoria, com barocoria seguida de hidrocoria pela enxurrada
(ombrohidrocoria) a forma mais provavel de disgdo dos frutos de seus representantes;
diferente dos restantes da familia Asteraceae, que é por anemocoria (SEWMIR011).

Além dissoL. pinasteré encontrada em terrenos complexos, com populaigteibuindo

se de forma disjunta devido a desamndade das cadeias montanhosas e dos afloramentos
rochosos que compdem os seus locais de ocorréncia. Estes fatores fazem com que gréos de
polén ou sementes sejam dificilmente levados de uma populagdo a outra mais distante,
contribuindo para diminuicdo dluxo génico efetivo e, eventualmente, para a diferenciacao
genética das populacdes.

Dados genéticos também suportam a hipotese de que a distribuicdo
disjunta de populagbes dgchnophora ericoideMart. i espécie pertencente ao mesmo
pool génico del. pinaster- foi devido as consequéncias climaticas da era glacial Kansan,

que prevaleceu no periodo quaternario (COLLEVAETIal, 2009), onde processos
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sucessivos de contragdes e expansoes promoveram diferenciagéo entre populagdes. Durante
periodos mais e nt e s e Yami dos a vegeta-«o dos n
aumentando o fluxo génico e hibridizacdes aleatérias entre populacdes, ao passo que durante
periodos mais secos e frios as populacdes foram fragmentadas e populagdes uma vez
conectadas tornarase isoladas (ALVEZ e KOLBEK, 1994; HARLEY, 1995; GIULIETTI

et al, 1997;BEHLIN 2002, ANTONELLIet al, 2010.

No Estado de Minas Gerals, pinastere L. ericoidesapresentam o
mesmo padrao de distribuicdo e sdo encontradas em localidades préximas, mas mutuamente
exclusivas localmente (SEMIRt al, 2011). Assim comd.. ericoides,a diferenciacao
genética de populacdesldepinastempode ter, parcialmente, sido rééado da fragmentacéo
dehabitatao longo de sua histéria evilia; merecendo estudos complementares.

Em sinergismo com a erosao genética devido aos fatores biolégicos,
climaticos, geoldgicos ou geograficos, efeitos da deterioracdo ambiental tambéntgrodem
impacto significativo sobre a dindmica de popula¢des da espécie, contribuindo para restricdo
do fluxo génico e divergéncia genética. As coletas frequentes das folhas da espécie para
fabricacdo de receitas caseiras medicinais e outras atividadescastrigpliscriminadas,
como a agropecuaria, queimadas e a mineracgdo, estdo contribuindo para a fragmentacéo,
erradicacdo e a diminuicdo de populacfEranescentes. Isto causa o efeito gargalo e,
consequentemente, a perda de alelos importantes ou fixagBdadedeletérios pela deriva
genética, bem como diminuicdo da heterozigose e aumento da endogamia, 0 que aumenta o
risco de extin¢cao das populacfes e da prépria espécie, pois sua sobrevivéncia é criticamente
influenciada pela manutencao da variacao gesméentro das populacdes (BIJLSMAal,

2000; HONNAY e JACQUEMYN, 2007; RAPIN&t al, 2008; ANTIQUEIRA, 2013;
CRUZ NETOet al, 2014, KAHILAINEN et al.,2014).

Uma reducédo recente do tamanho populacional foi detectada pelo
teste de Wicolxon levando eoonta oModelo de Duas Fases (TPM) na populacdo SSa
(TABELA 9). E provéavel que o fogo seja o fator responsavel pela supressido da variacéo
genética nesta populacgéo, pois o seu local de origem € uma area particular onde a coleta de
L. pinasterparafins medicinais vem sendo evitada ha mais de uma década. Por ter um clima
marcadamente sazonal, com periodos variando desde precipitacdes intensas até de longas
secas que se estendem de maio até setevobuibro, o Cerrado apresenta uma biomassa

muito seca propensa a eventuais queimadas devido as influéncias antropicas e até mesmo



67

por causas naturais, como relampagos (RAMMES O e PIVELLO, 2000; PIVELLO,

2011), sendo este ultimo muito frequente nos locais de origem das populacdes estudadas

Tabela 9. Valores de p registrados para as analises estatisticas (testes de Sinal e de
Wilcoxon) de diferentes modelos mutacionais utilizados para avaliar a probabilidade de
eventos gargalos recentes nas populacoeyaeophora pinasterAs populacdes PB, SS,

SA, SSa, SB e AB séao provenientes da regiao sul e a populacdo OB da regido sudeste do
Estado de Minas GeraiisBrasil.

Valor dep segundo

Populacac Modelo de Mitagéo Stepwise Modelo DuasFases
Teste de Signal Tesde de Wcoxon Teste de SinalTeste de Wilcoxor

PB 0.18605 0.74219 0.30164 0.54688
SS 0.55688 0.64063 0.25836 0.25000
AS 0.44900 0.94531 0.25887 0.25000
SSa 0.48403 0.38281 0.05737 0.01172*
SB 0.06005 0.25000 0.52807 0.9453

AB 0.07184 0.05469 0.53270 0.94531
OB 0.07692 0.07422 0.21833 0.46094

(*)= Valor estatisticamente significante.

5.1.3. Implicag¢des para Conservagao

Considerando que popula¢gBes de pinaster se encontram em
processo de diferenciacdo genética e com limitado fluxo génico, acbes de conservacao da
espécie devem objetivaonservartodas as populacdes existentes. A presenca de alelos
privados e raros em todas as populacbes estudadas, com exee§& (dem alelos
privados), atesta a necessidade de ser condargdu a variabilidade genética que ainda
existe. Isto é crucial para manter as populacdes viaveis e assegurar o procesgo éaolu
espécie.

ComoL. pinasteré uma espécie vulneravedetingdo de acordo com
as categorias IUCNI{ternational Union for Conservation of Natuoet Unido Internacional
para Conservacdo da Natureza) (COPAM, 1997), ter o conhecimendcstribuicdo da
variabilidade genética entre e dentro de outras populagdds, ndo estudadas, é de grande
importancia para estabelecer estratégias efetivas de conservaggiondelasman situ e
ex situem curto e longo prazo.

Os esforcosn situ devem focar na preservacao dwadbitatsde L.
pinasterda destruicdo e no aumerdos tamanhos populacionais, uma vez que 0 pequeno

tamanho populacional e a fragmentacdo fazenlL.d@inaster uma espécie que esta
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susceptivel as perdas de diversidade genética causada pelos efeitos da endogamia e da deriva
genética.

A recuperacédo da div@dade genética de SSa, populacdo importante
sob o ponto de vista genético, porém, fragilizada por um evento gargalo recente (Tabela 9),
pode ser uma alternativa vantajosa, pois a mesma vem contribuindo para troca de genes entre
populacdes de diferentgmols génicos (Grafico 38C). Em longo prazo, seu papel sera
crucial na mitigacdo da perda de variacdo genética causada pela deriva e endogamia em
populacdes locais da espécie. Uma alternativa para acelerar o processo de recuperacdo desta
populacdo é atragé d o chamado firesgate ¢BROWN, 19¢7p0 ( BR
onde se aumenta a probabilidade de sobrevivéncia da populacao devido a imigracdo de genes
de outra, contrabalanceando a endogamia (RICHARDS, 2000; HEBER, 2013;
WHITELEY et al, 2015). Coro alternativa, pode ser realizada a introducdo de genotipos
provenientes de diferentpsolsgénicos em SS&® mesmo pode ser atribuido a populagéo
OB.

Durante nossos levantamentos de campo ao longo das regides sul e
sudeste, percebemos a estreita preteaérdafica dé&. pinastercom os campos rupestres e
campos de canga (regido do Quadrilatero Ferrifero). Determinados fatores, intrinsecos a
estas regibes sdo, possivelmente, as causas do seu endemismo. Assim, perturbacoes
antropicas€.g.desmatamento, méracdo, pecuaria e extrativismo predatorio) nos locais de
origem de suas popula¢cdes deveriam ser evitadas ou controladas de forma rigida, para
reduzir seu risco de extingdo e promover o aumento populacional.

Como L. pinaster possui sementes de caractérést ortodoxa
(MELO et al, 2007), que séo tolerantes a dessecacédo e cuja viabilidade pode ser mantida
por longos periodos quando armazenadas nas condicdes ideais (BEWLEY e BACK, 1994;
ZHANG et al, 2015), é sugerido um planejamento de coleta de semeaten@ntes dos
quatro grupos genéticos obtidos pelo STRUCTURE v. 2.3.4 ou dos trés grupos evidenciados
pela DAPC no sentido de consenex situmatériasprimas para atividades futuras de
pesquisa, restauracdo ecoldgica, reintroducdes e melhoramentmnt@e.plisstes grupos
podem ser um ponto dgart para a conservacao do germoplasma da espécie.

Além disso, orientacao técnica aos coletores é imprescindivel para
impedir a extingdo destas e de outras populagdes. De acordo com Who (1993), a coleta de
espécis selvagens ameacadas deveria ser proibida e o comércio das plantas medicinais e

seus produtos deveriam ser controladas. Talvez uma solugdo menos extrema pode ajudar a
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conservacao desta espécie. Um exemplo € a mudar a extracdo predatéria para uma coleta
mas sustentavel. Contudo, estas praticas precisam ser investigadas sobre a Gtica de uma
abordagem etnobotéanica, de ecologia populacional ou de sistemas de manejo, como feito
para outras espécies de plantas tropi{&@RGESFILHO e FELFILI, 2003, SCHMIDTet
al., 2007, MONTEIRCet al.,2011).

Além da relevancia de se considerar as estratégias sugeridas para a
conservacao dé. pinaster,é estritamente necessario o monitoramento das populacdes

remanescentes para que, de fato, seja evitada a extincao de.espéc

5.2. Condic¢des Edafoclimaticas dos Locais de Origem das Populac6es Avaliadas
no Estudo de Composi¢cdo Quimica

As populacdes estudadas sdo pertencentes a duas fitofisionomias
distintas, a populacdo OB (regido sudeste) cresce sobre o quadrilatdevoferriaz,
portanto, parte do campo de canga ou campo rupestre ferruginoso. As populacdes AB e SSa
(regido sul) fazem parte do campo rupestre, sendo que AB cresce sobre solo arenoso,
pedregoso e mais profundo quando comparado a populacdo SSa, que abesce s
afloramento rochoso, solo superficial e bem pedregoso. Os individuos provenientes da
populacdo OB chegam a ultrapassar 175cm, ao passo que os individuos das populacdes AB
e SSa sdo de porte menor, ndo chegando a esta altura. Nas populacfes S@geta¢ha
predominante é de ervas, subarbustos e arbustos, com eventuais arvoretas. Em AB existem
ervas, subarbustos e arbustos, mas as arvores (eucaliptos) se destacam entre a vegetacao.

As condicdes estimadas de temperatura e precipitacdo para as
regidessudeste (local OB) e sul (local AB/SSa) referentes aos dois meses que antecederam
a coleta do material vegetal para o estudo de composi¢cao quimica dos 6leos essenciais e dos
extratos periodo 28/11/2014 04/02/2015, estao registradas no Grafico 5.
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Gréfico 5. Dados de (A) temperaturdC) e (B) precipitacdo (mm) interpolados referentes ao periodo de 28/11/2015 a 04/02/2015 nas regides
de coleta das populacgdes ldgchnophora pinaste®©B (sudeste) e AB e SSa (sul) para o estudo de composicédo gquBigleaOB_Max e
AB/SSa_ Max = temperatura maxima registrada na regido de OB (sudeste) e AB/SSa (sul), respectivamente. Siglas OB_MiM@AB/SSa
temperatura minima registrada na regi@dB (sudeste) e AB/SSa (sul), respectivamente. Fonte dos dados: AccuWeather.com.
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Por serem muito préximas, aproximadamente 1.6 km, foram
consideradas da mesma regido as populacdes AB e SSa (regido sul), ao passo que OB
(distarte mais de 150 Km de AB e SSa) foi considerada uma regiao distinta (regido sudeste).

Os registros de temperatura maxima (max.) e minima (min) diarias
foram similares para as duas regides de origems(gldste) estudadas (GRAFICO 5A).

Entre as regides salsudeste, uma diferenca de menos de um grau para a temperatura max.
média foi constatada (max. média regido sudeste: 28%Inax. media regido sul: 30.26

°C) e de 1.17 °C para a temperatura min. média (min. média regido sudestéCl it
médiaregifo sul: 18.58 °C) (GRAFICO 5A). Na regido sul foi registrado precipitagéo total

de 229 mm, com chuvas intensas a partir de 21 de janeiro até a data da coleta, ao passo que
na regiao sudeste foi registrado o total de 59 mm (GRAFICO 5B).

Quanto a altitud, embora sejam populacdes préximas, SSa (1292
m) e AB (1143 m) encontraise nos locais com maior e menor altitude, respectivamente
(GRAFICO 6A). A populagdo OB (1240 m) esta localizada em regido de média altitude
(GRAFICOS 6A) e se diferencia de AB e S§mnto as coordenadas geogréaficas, estando
no |l ocal com menor | atitude (S) e |l ongitude
(GRAFICO 6B; TABELA 2).

A andlise exploratéria dos solos de origem das trés populacdes
mostrou que, pelo fato de ser proiante da populacdo mais distante, o solo de origem de
OB (regido sudeste) é o que apresenta as caracteristicas mais dissimilares comparadas as dos
solos de origem de AB e SSa (regido sul) (GRAFICO 7). Por serem de localidades muito
proximas e do mesmo migipio, 0s solos de origem de AB e SSa apresentam uma
dissimilaridade muito baixa entre si (GRAFICO 7).



72

Grafico 6. Altitudes (m) médias (A) e coordenadas geograficas (B1 e B2) dos locais de origemutiagdpslé.ychnophora pinastefAB e
SSa, provenientes da regido sul, e OB, da regido sudeste de Minas Besils

(B1) Coordenadas (eixos F1 e F2: 100 %) (B2) Observacées (eixos F1 e F2: 100,00 %)
1 1500
0,75
(A) R 1000 4
1350 - 3025 |/latitude S s00 |
o
T T T D
1300 12922 = B _ ABssa
Shj00 1000 -500 500 CTO00 1500
1250 4 12406 -500 +
E
2 4075 05 -025 0 025 05 075 1 1004
= i . : : : . :
: 1200 F1.0100.00 %) F1 (100,00 %)
< 1150 | 1143 ¢
1100 -
1020 T
58a OB AB
Populacio de Lychnophora pinaster

*Em (A): médias populacionais com letra distinta diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Teste de Fisher p@@ddiarR2 (coeficiente de
determinacéo)= 0.97, ou seja, 97% da variabilidade esta sendo explicada pela variavel exploratiiripar@e= 53.04; Em (B): Lambda 0.000, F (Valor observado)
23430.945p-valor < 0,0001, alfa 0.05.
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Grafico 7. Distancia Euclidiana par a par levando em conta a composi¢cao quimica media
dos solos de origem das populacoetytsnophora pinasteAB e SSa, provenientes da
regiao sul, e OB, da regido sudeste do Estado de Minas &GBrasl.

] 04 4
200 188.60 204.40

30 4 L
0 . . 16.00

OBxS5a OBxAB ABiSSa

Distineia Fuclidiana

Populacies de Lychnophora pinaster

*Barras na verticalé®m equivalentes ao erro padrao.

Pela Analise Discriminante (DA) constatee que o0s solos de
origem das populagdes pertencem a classes distintas (GRAFICO 8A); o que ¢é ressaltado pela
matriz de confusdo, que agrupou as amostras com 100% de precisdo elassés
(APENDICE 3). O teste do Lambda de Wilks multivariado (MANOVA) indicou que ao
menos um dos trés vetores médios destas classes diferiu dos gevasis € 0.0001; alfa
0.05); comprovando estatisticamente a diferente entre os solos de origem das populacdes
estudadas.

Um total de 15 das 17 variaveis de solo estudadas (ver valores em
cinza na TABELA 10) contribuiu significativamente para discrimirsaclasses de solos,
explicando 100% da variagao contidas nos dados originais (F1= 94.28%; F2= 5.72%). Um
total de 13 variaveis de solo se encontra em maior teor no solo de origem de OB (GRAFICO
8B), sendo as que apresentaram maior poder discriminanteCs n@ztéria organica (MO)

e H+Al (ver maior F na TABELA 11). Como ja era esperado, o Fe foi um dos
micronutrientes que discriminaram o solo de OB. Isto € pelo fato da populagéo habitar o
campo de canga, regido do quadrilafero ferrifero; como mencionadimEménte.

As variaveis que discriminaram os solos das classes SSa e AB foram
o Cu e pH, respectivamente (GRAFICO 8B).

Pelo Teste Unidimensional de Igualdade das Médias das Classes
(UTEMC), com excecao de K, V% e SB, as médiasadia uma das variaveis que compdem
o0 modelo DA de solos diferiram entre clasgesdlores < 0.05) (TABELA 11
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Tabela 10. Composicao quimica média dos solos de origampopulacdes (Pop) dgchnophora pinasteAB e SSa, regido sul, e OB,
regido sudeste do Estado de Minas GerBissil. Destacadas em cinza as variaveis que mais contribuiram para discriminar os solos de
origem das populacées pela Analise Discriminante (Graficog). 10; rssa= 9; ros=4.

*pH=potencial hidrogeniénico, M.O= matéria organica, P= fésforo, Al= aluminio, K= potassio, Ca= célcio, Mg= magnésio, SB-bsmemtdocaveis, CT@apacidade de troca de cations, V%= saturacdo

P pH M.O. Presina A%t H+AI K Ca Mg SB CTC V% S B Cu Fe Mn Zn
op

CaCbk  g/dn? mg/dn? e mmok/dm? ————————————— mg/dn? mg/dn?
OB 3.6 78.1 9.6 106 1615 1.4 13.4 23 171 1786 105 10.3 0.5 0.3 1148 14.2 4.3
SSa 3.9 23.0 2.6 9.7 40.1 0.9 3.6 1.0 5.5 45.6 12.7 4.9 0.3 0.4 57.9 1.7 0.2
AB 4.0 16.4 3.2 6.2 30.3 1.0 3.0 0.8 4.8 35.1 14.3 3.2 0.4 0.2 62.5 3.0 0.3

por bases, B= boro, Cu= cobre, Fe= ferro, Mn= manganésziaoe.

Grafico 8. Andlise Discriminante para validacao da divergéncia quimica dos solos de origem das populagciasogéora pinasteAB e
SSa, provenientes da regido sul, e OB, da regido sudeste do Estado de MinaB@aihisrafico de escores (A) e Diagrama vetorial exibindo as
correlagBes negativas e positivas das 15 varidveis do solo com o primeiro e segundo fatores (B).

(A)

Observacoes (eixos F1 e F2: 100,00 %)

15
_ SSa
s o « AB
o @ \ B
wins a0 -3 % ) 15 20 25 = o« ¢« |*OB
o AB * Ssa
-10
1 o Centroides

F1(94,28 %)

Variaveis (eixos F1 e F2: 100,00 %)

0.3

0.2

3 0
F1 (94,28 %)

025

0.5

*Lambda 0.000; F (Valor observado) 26.761; F (Valor critico) 2.p2@lor < 0.0001; alfa 0.05.
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Tabela 11. Teste Unidimensional de Igualdade das Médias das Classes de solos das
populacée#\B, SSa e OB formadas pela Andlise Discriminante (Grafica8populacbes

AB e SSa sao provenientes da regido sul, e OB, regido sudeste do Estado de Minas Gerais
Brasil.

Variavel Lambda F p-valor
S 0.064 145.978* < 0.0001
CTC 0.074 125.736* < 0.0001
M.O. 0.092 08.184* < 0.0001
H+Al 0.114 77.365* < 0.0001
P 0.179 45.82% < 0.0001
Mg 0.218 35.78% < 0.0001
Ca 0.428 13.387 0.000
Zn 0.434 13.056 0.000
pH 0.452 12.131 0.000
Cu 0.530 8.872 0.002
Fe 0.548 8.260 0.002
Mn 0.552 8.118 0.003
Al3 0.559 7.894 0.003
B 0.654 5.297 0.014
K 0.851 1.747 0.200
V% 0.933 0.721 0.498
SB? - - -

aResultados ndo apresentados porque SB é altamente correlacionada com outras Variaveis;ordenadas
conforme o seu poder discriminan®= Variaveis com maior poder discriminanteyalor < 0.05 indica que
a variavel difere entre classes.

Mesmo com baixa dissimilaridade entre os solos de origem das
populacbes AB e SSa (regido sul) (GRAFICO 7), as diferencas entre suas amostras de solos
foram suficientes para que as mesmas fossem classificadas com 100% de precisdo em duas
classes distintas (APENDICE 4; GRAFICO 9A), se mostrando significamente divergentes
pela DA f-valor MANOVA < 0.0001). As variaveis com maior poder discriminante sobre
estas duas classes fora8y Cu, Al, B, pH e Zn (TABELA 12), tendo o solo de SSa teores
significativamente maiores de S, Cu, Al e Mg, bem como maior CTC e o solo de AB teores
significativamente maiores de Zn, pH e B (GRAFICO 9B). Por si s6, estas sulstancia

representaram 100% da variacao original dos dados, explicada apenas por F1.
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Grafico 9. Analise Discriminante para validacédo da divergéncia quimica dos solos de origem
das populacbes AB e SSa, provenientes da regido dtstddo de Minas GeraiBrasil.

Grafico de escores (A) e diagrama vetorial exibindo as correlacfes negativas e positivas das
8 variaveis do solo com o primeiro fator (B).

(A) Observacies (eixos F1 e F2: 100,00 %) (B) 1 Varidveis (eixos F1 e F2: 100,00 %)

.l L
;’E‘ |
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M ’ @ﬁ' ®ssa . AP+ Mg | In B
27 X Centroides

F2 (0,00 %)

-1 .75 05 .25 ] 025 0.5 0.5 1
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* Lambda 0.099; F (Valor observado) 11.368; F (Valor critico) 3.p%2jor 0.000; alfa 0.05.

Tabela12 Teste Unidimensional de Igualdade das Médias das Classes de solos de SSa e
AB formadas pela Analise Discriminantes populacdes SSa e AB sdo provenientes da
regiao sul do Estado de Minas Gerarasil.

Variavel Lambda PP p-valor
S 0.204 66.465* <0.0001
Cu 0.451 20.703* 0.000
Al 0.492 17.576* 0.001
B 0.650 9.159* 0.008
pH 0.688 7.703* 0.013
Zn 0.754 5.541* 0.031
Mg 0.783 4.719 0.044
CTC 0.785 4.658 0.045
M.O. 0.825 3.615 0.074
P 0.874 2.461 0.135
Mn 0.876  2.405 0.139
Ca 0.917 1.530 0.233
V% 0.969 0.545 0.471
K 0.981 0.325 0.576
Fe 0.992 0.141 0.712
H+AI? - - -
SB? - - -

2 Valores ndo sdo apresentados pois H+Al e SB sdo altamente correlacionadas com outras variaveis;
Metabdlitos ordenados conforme o seu poder discrimin@ifte\ariaveis com maior poder discriminante;
p-valor calculado inferior ao alfa (0.05) indica que a variavel difere entre classes.
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5.3. Composicdo Quimica dos Oleos Essenciais das Popula¢dekydtinophora
pinaster

Como mencionado anteriormente, para o estudo da composicao
quimica dos 6leos essenciais e extratos das populaciepidastero critério de escolha
das populactes foram as caracteristicas genéticas diferenciadas. Foram escolhidas, portanto,
as populacées AB, SSa e OB (FIGURA 4).

A populacéo OB (regido sudeste) esta localizada entre 0s municipios
de Moeda e Itabirito e € pertamte a unpool génico bem distinto das demais populagées
estudadas (GRAFICOS 3 e 4). A populacdo AB (regido sul) é proveniente do municipio de
Carrancas, tendo caracteristicas genéticas muito similares a populacédo SB pelo K3 e K4 do
STRUCTURE v. 2.3.4 (GRRICO 3A, B e C) e também com a populacéo SSa pela DAPC
(GRAFICO 4). Por meio dsoftwareSTRUCTURE v. 2.3.4 foi constatado que a populacio
SSa (regiao sul), também proveniente de Carrancas, vem contribuindo para troca de genes
entre populacdes provenientes de goisisgénicos distintosgool AB-SB (sul) xpool PB-

SSSA (sul)] (GRAFICO 3B ).

Através da andlise visual comparativa dos cromatogramas obtidos
por GC/MS é possivel constatar a semelhanca entre os perfis quimicos dos éleos essenciais
das populacdes de pinasterAB e SSa, provenientes da regido sul (FIGURAB)AEmM
contrapartid, o perfil quimico do 6leo essencial da populacdo OB (regido sudeste) se

mostrou dissimilar das populacées do sul (FIGURA 7C).
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Figura 7. Cromatogramas de ions totais dos 6leos essenciais das folbgshdephora
pinasterprovenienteslas populagbes AB (A) e SSa (B), de Carrancas, regiao sul de Minas
Gerais, e da populacdo OB (C), situada entre os municipios de Moeda e lItabirito, regiao
sudeste de Minas Gerai8rasil.
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De maneira geral, foram registrados 50 metabdlitos, cujas

porcentagens e indices de retencao estéo listadas na Tabela 13 em orderaade eluig
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Tabela 13. Porcentagem (%) Minima (Min) daxima (Max) dos constituintes registrados
nos Oleos essenciais das popula¢cddsydanophora pinaster

Populacao
A --Sudeste- - Suk------

Substancias IRe OBn-=27 SSa-17 ABn=11

Min Max Min Max Min Max

1) Upinend™ 930 0.1 14 04 26 0.1 1.7
2) sabinengM 969 0.1 14 nr nr nr Nr
3) b-pineng™ 973 0.2 18 05 36 0.1 1.9
4) limonend™ 1025 0.2 15 0.1 05 0.1 0.5
5) “¥terpinené™ 1055 0.2 14 0.1 05 0.1 0.4
6) linaloIM® 1097 0.1 1.2 nr nr nr nr
7) n-nonanat- 1101 0.1 03 nr nr nr nr
8) Z-p-mente2-en1-0lM° 1118 0.1 0.7 nr nr nr nr
9) terpinen4-olM° 1174 0.2 36 0.2 09 0.2 0.8
10) Uterpineol© 1188 nr nr 0.1 0.2 - 0.2
11)Z-cinamato de metif& 1301 nr nr 0.1 0.6 04 6.1
12)E-cinamato demetila™® 1382 nr  nr 74.387.2582 851
13)ciperend™ 1398 0.4 100 nr nr nr nr
14)E-cariofileno™S 1418 0.2 29 3.3 12.0 6.2 18.2
15)nd1* 1448 1.5 29 nr nr nr nr
16) -humulend's 1452 0.6 16 1.1 4.1 1.8 5.3
17)dehidresesquicinec® 1467 0.2 04 nr nr nr nr
18)7-epi-1,2-dehidreesquicinect® 1475 0.1 05 nr nr nr nr
19)nd2* 1483 0.05 04 nr nr nr nr
20)b-selinend’s 1492 1.0 3.0 nr nr nr nr
21)viridifloreno™ 1496 0.1 13 nr nr nr nr
22)nd3* 1511179 433 nr nr nr nr
23)nd4* 1514 0.2 97 nr nr nr nr
24)nd5* 1519 0.1 0.6 nr nr nr nr
25)U-cadinend® 1521 0.1 04 nr nr nr nr
26)nd6* 1535 28 65 nr nr nr nr
27)nd1** 1550 nr nr 0.1 03 0.2 1.3
28)06xido de cariofilend® 1580 0.5 19 14 47 15 9.4
29)nd7* 1587 0.1 04 nr nr nr nr
30)nd8* 1603 05 41 nr nr nr nr
31)Z-sesquilavandulSP 1607 nr nr 0.3 1.0 0.2 1.3
32)b-atlantoP® 1611 0.2 21 nr nr nr nr
33)isolongifolan7-U-0lS° 1614 0.05 1.4 0.1 04 0.1 0.4
34)nd9o* 1628 0.2 05 nr nr nr nr
35)epodxialo-aromadendrent 1630 nr nr 0.1 1.2 0.2 1.7
36)nd10 1633 0.1 13 nr nr nr nr
37)selina3,11-dien-6-U-o0lS° 1634 nr  nr 02 21 05 35

*nr= nao registrado na populacdo;cRindice de retencdoalculade n= coletadas na populacgéog=n substancia néo
identificada na populacédo @9= regido sudeste ou (**)= regido stHE= fenilpropandide, SO= sesquiterpeno oxigenado,
HS= hidrocarboneto sesquiterpénico; MO= monoterpeno oxigenado, HM= hidrocarboneto monoterpénico, AL= aldeido.
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Tabela 13.Continuacéo...

Populagédo
A -Sudeste - Suk--------
Substancias IRC OB, »7 SSac 17 ABr 11
Min  Max Min Max Min Max

38)cedreanof® 1648 26 98 nr nr nrnr
39)nd1F 1652 0.1 1.5 nr nr nr nr
40)14-hidroxi-Z-cariofilenc® 1663 0.8 59 nr nr nr nr
41)nd1z 1668 0.1 0.2 nr nr nr nr
42)nd13 1675 0.2 3.0 nr nr nr nr
43)nd 14 1682 0.1 6.1 nr nr nr nr
44)nd15 1696 0.1 0.7 nr nr nr nr
45)14-hidroxi-Cthumulené® 1708 0.2 1.9 nr nr  nr nr
46)2Z, 6E-farnesot® 1720 01 21 nr nr nroonr
47)nd16 1737 0.3 0.3 nr nr nr nr
48)nd17* 1768 2.0 95 nr nr nr nr
49)nd18 1786 0.1 6.0 nr nr nr nr
50)nd19* 1797 2.2 196 nr nr nr nr

*nr= n&o registrado na populacdogctRindice deretencéo calculagm= plantas coletadas na populacags: substancia
ndo identificada na populagdo @p= regido sudesteSO= sesquiterpeno oxigenado.

As estruturas quimicas dos metabdlitos identificados estdo
apresentadas na Figura 8, onde é possivel visualizar que todos os monoterpenos identificados
- exceto o linalo} sédo formados por esqueletos ciclicos. Predominantemente, sesquiterpenos
ciclicos faam identificados no 6leo essencial da populacdo OB (TABELA 13, FIGURA 8).



Figura 8. Estrutura quimica das substancias idieatias nos 6leos essenciais di&s
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populacdes deychnophora pinasteestudadas. A numeracéo das substancias, entre
parénteses, segue a sequéncia de numeracao (No) da Tabela 13.
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Os Oleos essenciais das populac@Sa e AB (regido sul)
apresentaram o fenilpropanoidg-cinamato de metila como majoritario (SSa: 80.3%; AB:
72.1%) (TABELA 13), seguido dos hidrocarbonetos sesquiterpéaiaasiofileno (SSa:

8. 1%, AB: -hiinmuleMo%9Sa: .5%;) AB: 3.4%) e do sétErpeno oxigenado

oxido de cariofileno (SSa: 2.1%; AB: 3.3%) como 0s outros trés constituintes mais
abundantes (TABELA 13). Estas substancias perfizeram 93.0% e 90.5% dos 6leos essenciais
de SSa e AB, respectivamente.

Estudos prévios de avaliagdo da emsicdo quimica do Oleo
essencial das populacbes AB e SSa foram realizados (ISOBE, 2012; SILVA, 2013).
Comparados aos dados obtidos neste estudo, verdfeque, passados aproximadamente
trés anos, a composicao quimica do 6leo essencial destas duas@epuBo se alterou sob
0 ponto de vista qualitativo.

A populacdo OB apresentou composicdo quimica complexa,
composta principalmente por sesquiterpenos, e auséncia de fenilpropandides. A comparacéo
dos espectros de massas das substancias com o bamcsela sistema GMS e indices
de retencdo ndo permitiu a identificacdo das substancias mais abundantes até o momento.
Os 0Oleos essenciais desta populacdo foram submetidos a técnicas cromatogréficas usuais
para isolamento das substancias e andlise p@oR&scia Magnética Nuclear de Carbono
13 e de Hidrogénio, cuja identificacdo esta em andamento. Estas substancias (32.8%, 7.5%
e 5.4%= 45.7%), mais o sesquiterpeno oxigenado cedreanol (5.7%), perfizeram 51.4% do
Oleo essencial de OB (TABELA 13).

A populago OB (sudeste) tem como caracteristica quimica em
comum com populacdes de pinasterprovenientes da regido norte do Estado de Minas
Gerais a presenca dos sesquiterpenos oxigenaeuisirb&i-Z-cariofileno e 14hidroxi-U-
humuleno (TABELA 13; FIGURA 8),@os metabdlitos estdo entre os mais abundantes nos

|l eos essenciais de popul a-»es provenientes
(VIEIRA, 2012). Populacdes de pinasterda regido norte de Minas Gerais também nao
apresentam traco de substancgmestencentes a classe dos fenipropandides nos 0leos
essenciais.

Foi verificado comportamento fenotipico diferencial entre os
individuos delL. pinaster estudados quanto ao acumulo dos metabdlitos dentro das
populacdes, como pode ser constatado nos Gsafi€p 11 e 12 para 0s constituintes

identificados.
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Grafico 10. Comportamento fenotipico diferencial dos individuosythnophora pinasteprovenientes da populacdo AB (Carrancas, regido
sul) quanto ao acumulo dos constituintes identificados nos 6leos essé&rstads. de Minas GeraisBrasil.
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Grafico 11. Comportamento fenotipico diferencial dos individuos.yiehnophora pinastgprovenientes da populacédo SSa (Carrancas, regiao
sul) quanto ao acumulo dos constituintes identificados nos 6leos essenciais. Estado de Mina8Kasilais
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Grafico 12. Comportamento fenotipico diferencial dos individuod.gehnophora pinasteprovenientes da populacédo OB (entre municipios
de Moeda e Itabirito, regido sudeste) quanto ao acumulo dos constituintes identificados nos 6leos essenciais. EstaGerdésMbBrasil.
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Os dados detalhados (%) de composi¢do quimica de cada individuo

para cada populacéo tepinasterpodem ser verificados n@géndices 56 e 7.

5.3.1. Polimorfismo Quimico das Popula¢fes

Como ja era o esperado, quando os dados de composi¢do quimica
média dos 6leos essenciais das trés populacfes estudadas foram analisados em conjunto,
constatotse na andlise exploratéria que as maiores distancias quimica foram entre OB,
proveniente da regidsudeste, e as populagcbes AB e SSa, provenientes da regiao sul
(GRAFICO 13).

Grafico 13. Distancia Euclidiana par a par levando em conta a composi¢cdo quimica dos
Oleos essenciais das populacdekyt#dnophora pinasteAB e SSa, provenienteregido
sul, e OB, proveniente da regido sudeste do Estado de Minas -(J&xasd.
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*Barras na vertical sdo equivalentes ao erro padréo.

Consequentemente, levando em conta todos os individuos, a
divergéncia quimica entre OBsudeste)e AB/SSa(sul) também foi constatada pelo
clusteringhierarquico e pela PCA (GRAFICO 148). Na PCA, tendéncia & subdivisio da
Classe I] que corresponde aos acessos provenientes de AB (em verde) e SSa (em vermelho)
também pode sabservadqGrafico 14BC). Isto indica que, embora com perfil quimico
similar de 6leo essencial (FIGURA 78), quantivativamente, seus 6leos essenciais tendem
a possuirem padrdes distintos. Esta divergéncia quimica entre populacdes foi investigada
pela MANOVA na DA.



Grafico 14. Dendograma de dissilimilaridade quimica (A) e Analise de Componentes Princiga)sléBando em conta as populagces de

Lychnophora pinasteDB (regido sudeste)®Sa e AB (sul) do Estado Bkinas Gerais Brasil.
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Incialmente, pela DA, levando em conta as trés populacdes, foi feita
a validacdo do polimorfismo quimico intraespecifico Ldepinastercom base nas 50
substancias estudadas nos 6leos essenciais (TABELA 13).

Constatotse que os fenoétipos quimicos das tgggpulactes
estudadas sdo pertencentes a trés classes ou grupos, 100% distintos (APENDICE 8), e que
existe ao menos um contraste significativo entre as médias das populacdes pela MANOVA
(p-valor < 0.0001, alfa 0.05).

As proporces relativas médias de 43ahélitos diferiram entre
populacdes pelo UTEM({valor < 0.05), sendo que 37 metabdlitos discriminaram o 6leo
essencial de OB (TABELA 14, coluna APopul a-

Os trés metabdlitos com maior poder discriminante (maior F) foram:
E-cinamato denetila, majoritario no 6leo essencial de AB e SSa; e dois sesquiterpenos nao
identificados presentes em OB (nd1l e nd3), sendo um deles (nd3) o majoritario no éleo
essencial (TABELA 14). As variaveis que melhor resumem este modelo DA sao
apresentadas no Gico 15.

Mesmo entre populacdes muito proximaseste caso AB e SSa
foi verificado que a propor--gdbne#bepotEbva m®
cinamato de metila,E-c ar i o f-hum@ema também pode variar significativamente
(GRAFICO16; TABELA 15). A divergéncia nos 6leos essenciais de AB e SSa sob o ponto
de vista quantitativo foi comprovada pela MANOVA-Valor= 0.006; alfa= 0.05). A
diferenca entre os fen6tipos quimicos destas duas populacées chegou em 100% pela matriz
de confusdo(APENDICE 9) em funcdo de acumulo significativamente maior de
sesquiterpenos Efcariofileno, isolongifolag7-Uol, selina3,11-dien6-Uol, 6xido de
c ar i o f-Humhutenoe de uth sesquiterpeno néo identificado (nd1)) e do fenilpropanoide
Z-cinamato de mtéda no 6leo essencial de AB e de acumulo significativamente maior dos
hidrocarbonet o9 i mempuirtemsre s fenilpopasdidgcinamato de
metila no 6leo essencial de SSa (GRAFICO 16; TABELA 15pwexior). Estas sustancias
exprimiram100% da variacdo original dos dados, explicada por F1, e os metabdlitos que
mais contribuiram (maior F) para a diferenciacdo entre AB e SSa foram o sesquiterpeno nao
i denti fi cad d&cidamataldé mdtilA @S$a) (EABBELA 15, vide F).



90

Tabela 14. Teste Unidimensional de Igualdade das Médias das Classes quimicas formadas
por AB, SSa e OBAs populacdes AB e SSa sdo provenientes da regido sul e OB é
proveniente da regido sudeste do EstilMinas Gerais Brasil.

Variavel Lambda Fa p-valor Populagao
E-cinamato de metil& 0.012 2.177.531* < 0.0001 SSa
nd1* 0.043 576.261* < 0.0001 OB
nd3* 0.060 405.311* <0.0001 OB
b-selinend’s 0.103 227.258* < 0.0001 OB
cedreanol® 0.146 151.684* <0.0001 OB
E-cariofilend™ 0.176 121.365* < 0.0001 AB
ndl19 * 0.243 81.058 < 0.0001 OB
14-hidroxi-U-humuleng® 0.259  74.435 < 0.0001 OB
nd21* 0.283 65.837 < 0.0001 OB
Z-sesquilavanduléP 0.284  65.524 <0.0001 AB
Uhumulend's 0.323 54.549 <0.0001 AB
b-atlantof® 0.333 52.191 < 0.0001 OB
14-hidroxi-Z-cariofileno® 0.335 51.608 <0.0001 OB
nd9* 0.360 46.175 < 0.0001 OB
nd1** 0.395 39.752 <0.0001 AB
selina3,11-dien6-U-o0lSC 0.431 34.389 <0.0001 AB
nd15* 0.462 30.334 < 0.0001 OB
sabinengM 0.478 28.389 <0.0001 OB
viridifloreno™s 0.495 26.534 <0.0001 OB
isolongifalane7-U-olS° 0.508 25.211 <0.0001 OB
ciperend’s 0.523  23.675 <0.0001 OB
linaloIM© 0.526 23.476 < 0.0001 OB
7-epi1,2-dehidresesquicinec®  0.531 23.008 < 0.0001 OB
epoxialo-aromadendren® 0.546 21.627 < 0.0001 AB
ndl17 0.559 20.551 < 0.0001 OB
nd10 0.562 20.236 < 0.0001 OB
27, 6E-farnesof® 0.564  20.131 <0.0001 OB
Z-p-mente2-en-1-0IM° 0,572 19.433 < 0.0001 OB
terpinen4-olM© 0,574  19.331 <0.0001 OB
nd4 0.592 17.934 < 0.0001 OB
ndl16 0.595 17.710 < 0.0001 OB
Z-cinamato de metif& 0.603 17.105 < 0.0001 AB
Upinend™ 0.607 16.838 < 0.0001 SSa
oxido de cariofilend® 0.632 15.138 < 0.0001 AB
ndl12 0.635 14.963 < 0.0001 OB
“¥terpinené™ 0.649  14.066 <0.0001 OB
limonend™ 0.662 13.257 < 0.0001 OB
b-pinend™ 0.723 9.971 0.0002 SSa

*Metabdlitos ordenados conforme poder discriminanf®= Variaveis com maior pode
discriminantep-valor calculado inferior ao alfa (0.05) indica que a variavel diéetee classes pe
DA; (*)= regiao sudeste, (**)= regido sE= fenilpropandide, SO= sesquiterpeno oxigenado,
hidrocarboneto sesquiterpénico; MO= monoterpeno oxigenado, HM= hidrocarboneto monote
AL= aldeido.



Tabela 14.Continuagéo...

Variavel Lambda P p-valor F’Op.“"’?“r‘ao
Discriminada
nd20 0.726 9.804 0.0002 OB
nd2* 0.816 5.85 0.0051 OB
nd5* 0.88 3.548 0.0359 OB
U-terpineol© 0.918 2.338 0.1066 -
nd13 0.918 2.338 0.1066 OB
U-cadinené® 0.924 2148 0.127 OB
dehidresesquicined®  0.924 2.129 0.1292 OB
nd14 0.927 2.048 0.1392 OB
nd1g 0.981 0.509 0.604 OB
nd@ - - - -

*Metabdlitos ordenados conforme poder discriminaife= Varidveis com maior pode
discriminante;p-valor calculado inferior ao alfa (0.05) indica que a varid@ifdre entre
classes pela DA[*)= regido sudeste, (**)= regido suFE= fenilpropandide, SO
sesquiterpeno oxigenado, HS= hidrocarboneto sesquiterpénico; MO= monot

oxigenado, HM= hidrocarb@to monoterpénico, AL= aldeido.
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Grafico 15. Andlise Discriminante para validacdo da divergéncia quimica nos 6leos essenciais das populagdesoghora pinaster
provenientes das regides sul, AB e SSa, e sudeste, OB, do Estado de MinaB&as#hiBDiagrama vetorial exibindo as correlacdes negativas

e positivas dos metabc')litos com o primeiro fator.
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Grafico 16. Andlise Discriminante para validacdo da divergéncia quimica nos oOleos
essenciais de AB e SSa, provenientes do municipio de Carrancas, localizado na regido sul
do Estado de Minas Gerai8rasil. Grafico de escores (A) e diagrama vetorial exibindo as
correlacdes negativas e positivas dos 16 metabdlitos com o primeiro fator (B).
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Tabela 15. Teste Unidimensional de Igualdade das Médias das Classes quonicadas
pelos Gleos essenciais das populagfes SSa e AB via Analise Discrimitsapogpulacdes
AB e SSa sao provenientes da regido sul do Estado de Minas -Génass.

Variavel Lambda F? p-valor I.DOp.maan
Discriminada
ndl 0.624 15.671* 0.001 AB
E-cinamato de metif& 0.686 11.910* 0.002 SSa
Z-cinamato de metif& 0.742 9.020* 0.006 AB
E-cariofilend’s 0.759 8.269* 0.008 AB
U-pinend™ 0.771 7.741* 0.010 SSa
Uhumulend® 0.784 7.144* 0.013 AB
b-pinend™ 0.790 6.922 0.014 SSa
isolongifolan7-U-0l5° 0.796 6.674 0.016 AB
selina3,11-dien6-U-0l5° 0.838 5.018 0.034 AB
6xido de cariofileng® 0.858 4.315 0.048 AB
Z-sesquilavanduléP 0.867 3.974 0.057 AB
epoxialo-aromadendrenty 0.883 3.439 0.075 AB
limonend™ 0.926 2.070 0.162 SSa
o-terpinené™ 0.967 0.885 0.356 SSa
U-terpineol© 0.997 0.078 0.782 SSa
terpinen4-olM© 1.000 0.001 0.981 SSa

*Metabdlitos ordenados conforme poder discrimingfije;Variaveis com maior poder discriminante;
p-valor calculado inferior aalfa (0.05) indica que a variavel difere entre classes peld™3A;
Hidrocarboneto monoterpénicd$)=Monoterpeno oxigenadbs= FenilpropandideiS= Hidrocarboneto
sesquiterpénicc®= Sesquiterpeno oxigenado.

5.4. Relacao entre a Quimica e os Fatores Amelntais

5.4.1. Populagdes do SwkrsusPopulagédo do Sudeste

Através da Analise de Redundancia (RDA) foi verificado que um
total de 92.7% da variacdo quimica no 6leo essencial entre populacdes foi explicada pelos
solos e 7.3% nao foi explicada por egteditor. O Gréafico 17 apresenta os resultados da
relacdo linearg-valor: < 0.0001; alfa 0.05) entre os metabolitos que caracterizam os 6leos
essenciais de AB, OB e SSa (GRAFICO 15), denominados na anélise como variaveis
respostas ou Y, e as variaveis gqagacterizam os seus solos de origem (GRAFICO 8B),
denominadas de variaveis explicativas ou X.

Quando as coordenadas geogréficas e a altitude foram consideradas
como variaveis explicativas (X) foi verificado que 53.5% da variacdo quimica no 6leo
essenciakntre populacdes foi explicada por estes preditores e 46.5% nao foi explicada,
tendo o modelo RDA indicado relacdo linearvélor: < 0.0001; alfa 0.05) entre os

metabolitos (Y) caracteristicos do Oleo essencial de OB (Cluster 1) com a latitude e a
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longitude (GRAFICO 18AB). Nenhuma relacg&o linear entre os metabolitos de AB e SSa
com estes fatores ficou evidente (GRAFICO IBA Uma certa tendéncia dos
monot er-pime swnehe sefcorrelacionarem com a altitude foi verificada para
amostras coletadas populacdo SSa (GRAFICO 18R). Porém, para este caso, cautela
deve ser tomada com relacdo ao resultado, uma vez que os pontos X e Y destas variaveis
nao estdo muito proximos.

Comparado aos das populacdes da regido sul (SSa e AB), o solo de
origem dapopulagcdo OB apresentou teores significativamente maiores da maioria dos
nutrientes estudados, como, por exemplo, de Fe, Mn, S, P (114.8, 14.2, 10.3 e 9% mg/dm
respectivamente), Ca e Md34 e 2.3 mmolc/dfn respectivamenteYTABELA 10,
GRAFICO 17). Uma proposicéo inicial foi a de que, como o Mg e algumas vezes Mn estio
associados com o0 estreito requerimento das sesquiterpenos sintates a ions de metais
divalentes como cofatores para exercer atividade enzimatica e produzitespsqas
(STARKS et al, 1997;PICAUD et al., 2005; DEGENHARDTet al., 2009) os teores
maiores de Mg ou Mn no solo da populacdo OB estariam contribuindo para a predomiancia
dos sesquiterpenos em seu Oleo essencial, pois maior atividade das sesqslisanses
poderia estar ocorrendo em funcéo da maior disponibilidade destes cofatores, especialmente
Mg.

No entanto, isto pode ndo acontecer, pois se observarmos os valores
de pH dos solos de todas as populacfes estudadas (OB= 3.6, SSa= 3.9 e ABBEDO\(T
10), que é muito acido, poderiamos supor que a influéncia do Mg pode ser, a principio,
destarcada, uma vez que em condi¢des de pH muito acido a sua disponibilidade para a planta
no solo é reduzidgois asua solubilidade diminui; o que pode ser obseéo entdo para
todas as populacdes. Para Mn pode ser o contrério, pois a elevacdo do pH é que o torna
indisponivel para planta, sendo que em pH baixo, ele enesmttisponivel. De acordo com
Silva e Souza (1998), nutrientes como K, Ca, Mg, N, S, B&t& menos disponivear
a plantaem solos com pH baixo e outros, como Fe, Cu, Mn e Zn mostram comportamento
inverso. Porém, solos muitos acidos podem intoxicar a planta por Mn (ARQUIVOS DO
AGRONOMICO, 2010). Assim, esta questio deve ser melhor igeestiem estudos
adicionais conk. pinaster em situagdes preferencialmente controladas.

O é mais provavel de estacontecendo neste caso € que esteja
ocorrendo expressao diferencial de genes que codificam estas sesquiterpenos sintases em

funcdo das condigs ambientais locais, 0 que acaba gerando perfil quimico diferente entre
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populacdes das regides. Por outro lado, outros preditores ambientais podem estar modulando
a atividade de reacdes catalizadas pela fenilalanina aménia liase (PAL) nas popula¢cdes da

regido sul (AB/SSa), cuja rota biossintética do acido chiquimico é a predominante.
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Grafico 17. Analise de Redundancia entre as composi¢ces quimicas dodesalogem (X) e os metabdlitos dos Oleos essenciais (Y)
caracteristicos das popula¢ded giehnophora pinastePopulacdeé\B e SSa sao provenientes da regiao sul e OB é proveniente da regido
sudeste do Estado de Minas Geralgrasil.
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Grafico 18. Andlise de Redundancia entre os fatores latitude, lontigude e altitude (X) e os metabdlitos dos 6leos essenciais ifticoaracter
das populacdes dgichnophora pinastelAB e SSa séo provenientes da regido sul e OB é proveniente da regido sudeste do Estado de Minas

Gerais- Brasil.
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5.4.2 Populacgdes do Sul

Quando apenas AB e SSa foram consideradas no modelo [RDA (
val or 0. 018; -piah ¢ mpmeno0® Mchamato de metila, principais
discriminantes do 6leo essencial de SSa (GRAFICO 16B), tenderam a assouian a
longitude e a elevada altitudé202 m) (GRAFICO 19AB), caracteristica do local de
origem da populacdo SSa (TABELA 2). Isto pode sugerir a participacdo destes metabdlitos
no processo de protecdo vegetal contra danos causados por estresse relaciditades a al
como elevado indice de radiacdo UV, por exemplo; merecendo ser investigado. Os
sesquiterpenosEfc a r i o f-huinwdenagZ;sesduilavandulol, nd1, éxido de cariofileno,
selina3,11-dien6-Uol, epodxialo-aromadendreno e isolongifoldrlol) e o
fenilpropandidez-cinamato de metila, discriminantes do 6leo essencial de AB (GRAFICO
16B) se relacionaram com a latitude (GRAFICO @) Latitude, longitude e altitude
explicaram somente 25.4% da variacdo quimica no 6leo essencial entre AB e SSa, ao passo
que 74.6% da variacdo nao foi explicada por estes preditores.

Relacdo linear dos metabdlitos caracteristicos dos 6leos essenciais
de SSa e AB com as variaveis que discriminam os seus solos de origem (GRAFICO 9B)
também foi reveladgfvalor 0.048; alfa= M5), como entre S, Al e Cu com 0s metabdlitos
Up i n e-piceno eb-cinamato de metila para as amostras coletadas em SSa (GRAFICO
20A-B) e entre as variaveis de solo Zn, B e pH com sesquiterpenos e o fenilprogandide
cinamato de metila para amostrasetatias em AB (GRAFICO 20B). Foi verificado que
49.7% da variagdo quimica dos Oleos essenciais entre AB e SSa foi explicada pelos solos,
ao passo que 50.3% nao foi explicada.

A influéncia de fatores ambientais na composicéo quimica dos 6leos
essenciais dé\steraceae é documentada (SIL\& al, 2007; BARONet al, 2014;
ZOUARI et al, 2014; ANDREANIet al, 2015). O mesmo para representantes de outras
familias, comoHyptis suaveolen§Lamiaceae), cujo maior acumulo de hidrocarbonetos
monoterpénicos foi védicado nos 6leos essenciais de individuos crescendo em locais de
maiores altitudes e solo com maior teor de Cu (OLIVEHRAL, 2005), corroborando com
o atual estudo. Mai or ac¥mul o depinbnoebr ocar b
pinenoem folhasde Pistacia lentiscud.. (Anacardiaceae) também ocorreu em maiores
altitudes (SAlDetal. , 201 1) . ¢pinene esaiguns moaategpends oxigenados de
Pinus yunnanensisranch (Pinaceae) (HENGXIA®t al, 1999).
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Maior atividade da PAL foi verificada ocorrer em meio com maior
teor de Al e Cu para outras espécies vegeldiglianthus tenelluRoxb (Phyllanthaceae),
Matricaria chamomillaL. (Asteraceae)Phaseolus vulgarid. var. Belna (Fabaceae),
Sorghum bicolo(l.) Moench (Poaceae) (SANTIAGE! al, 2000; KOVACIK et al, 2008,
BOUAZIZI et al, 2011; MALMIR, 2012), sugerindo o seu papel no combate de estresses
oxidativos causado por metais. Atividade da PAL também € aumentada por fatores
ambientais como a luz €jp seu efeito no citocromo), infec¢do por fungos e os baixos niveis
de nutrientes (TAIZ e ZEIGER, 2009). Como visto anteriormente, comparados ao solo de
OB, os solos de origem de AB e SSa se mostraram pobres com relacao aos teores de matéria
organica (MO) P, Al, H+Al, Ca, Mg, S, B, Fe, Mn e Zn (TABELA 10, GRAFICO 8); o que
poderia contribuir para o maior acumulo Beinamato de metila no éleo essencial das

populacdes provenientes do sul, merecendo estudos complementares.
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Grafico 19An 81 i se de Redund®©ncia entre os fator
composi -«0 qu2mica dos - | e aghnabkosaapinastehBi s A Y 0
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Grafico 20. Analise de Redundancia entre as composi¢cdes quimicas dos solos de origem
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5.5. Correlagédo entre Quimica e Genética

Apbs verificacdo do papel dos preditores ambientais na variagdo da
composicdo quimica dos Oleessenciais na secao anterior, aastial secéo, foi analisada
a importancia do fator genético (dados SSR: marcador neutro) em explicar tal variagéo.
Para tanto, valores dos coefientes de correlacdo matrjcsainples

e parciais obtidos das relacbaster e fNgsPps midc da or es ambivent ai s«

preditor gen®ticoo foram comparados para ¢
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genético) sdo 0s mais importantes para explicar a variagdo da composi¢ao quimica do 6leo
essencial emh. pinaster.

Inicialmente, foi realizado um teste de correlacdo matricial simples
entre as distancias Euclidianas quimica e genética das trés populacdes pelo teste de Mantel,
que gerou unmn= 0.553 p-valor < 0.0001). Este valor foi inferior ambtido da correlacao
simples entre as matrizes das distancias Euclidianas obtidas para os dados quimicos e das
distancias geograficasq 0.97Q p-valor < 0.0001).

Um alto ou baixo valor do coeficiente de correlagdo matricial
simples pode ser resultado do efeito que umaitam@triz ouum grupo de matrizes exerce
simultaneamente sobre as duas primeiras (TELEES, 2001). Através de correlacdes
matriciais parciais, podee remover o efeito de uma terceira matriz sobre a associacao
matricial estudada (SMOUSE& al, 1986) obtendese resuldados mais seguros. Assim,
levando em conta o efeito de uma terceira matriz, foi realizado o desdobramento dos dados
pelo teste de Mantel parcial, onde o efeito da terceira matriz é controlado.

Quando o efeito da distancia geograficactmitrolado, o coeficiente
de correlagédo parcial entre quimica e a genétgad.121;p-valor= < 0.000) tornouse
mais baixo que o coeficiente de correlacdo simpte9(553), obtido anteriormente. Por
outro lado, gando o efeito da genética foi contrdd, o coeficiente de correlagdo parcial
entre quimica e a distancia geografica foi positivo, forte e significativ®(943,p-valor=
< 0.0001), bastante similar ao coeficiente de correlagdo matricial sinoplido
anteriormente(r= 0.970). Um forte, psitivo e significativo coeficiente de correlagéo
matricial simples entre as distancias Euclidianas obtidas para os dados de nutrientes do solo
e composicao quimica dos 6leos essenciais também foi obti@909;p-valor< 0,0001).

Estes dados sugerem qpeemarcadores microssatélites (marcadores
neutros) estdo até certo ponto correlacionados ao perfil quimico do 6leo essencial. Esta
correlacéo, no entanto, embora positiva, € fraca (Mantel parci@l121),sugerindo que a
deriva genética ndo é o prinalpfator influenciando no polimorfismo quimico do dGleo
essencial das populagdesldepinaster Contudo,r= 0.121pode ser o reflexo daariagao
entre os fendtipos quimicos dentro de cada populacdo levando em conta o rendimento e a
composicdo quimica de & essencial (GRAFICOS 10, 11, 12 e 23A). Partindo do
pressuposto de que cada fenotipo estad potencialmente submetido as mesmas condi¢des

ambientais dentro da populacdo (mesma estrutura de solo, clima, etc), € bem provavel que,
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neste cas@ base paravaiacdo intrapopulacional esteja relacionada a composicéo genética
de cada individuo.

O que estes resultados apontam, principalmente, é que o
polimorfismo quimico do 6leo essencial ldepinastertende mais a ser o reflexo de uma
selecao natural de acordo com os fatores ambientais locais. Isto poderia ajudar a explicar o
porqué de um material proveniente de uma populacéo nativa de LMires Gerais, cujo
constituinte majoritario era o sesquieno oxigenado ced{(15)en9-alfa-ol, passou a
produzir o fenilpropanodid&-cinamato de metila como majoritario quando cultivado em
Botucatu- Sdo Paulo (HABER, 2008).

Estes resultados mostram um avanco no conhecimento dos fatores
gue determinam a quaakdde e a qualidade do 6leo essencidl.danaster A variacdo na
proporcao relativa média entre populagdes evidencia o valor ecologico adaptativo
producdo destes metabdlitos. Porém, tal variacdo pode comprometer a eficicia terapéutica
dos 6leos esserais e dos extratos.

5.6. Composicdo Quimica dos Extratos Etandlicos das Populacdes de

Lychnophora pinaster

A escolha pela investigacdo de extratos polarek. genasterfoi
devido ao fato da planta na medicina tradicional ser utilizada em preparacdes alcodlicas ou
hidroalcodlicasDe acordo com os dados de literatura, os principios ativos dos extratos de
L. pinastersdo 15deoxigoiazensolido (massa molecular= 344), acido cafeico (180), acido
isoclorogénico (354), vitexina (432), isovitexina (432), acketichnoférico ( 2 5 4-) , U
amirina (426), quercetina (302), lupeol (426), estigmasterol (412), sitosterol (414) e
friedelina (426) (CHIARIet al, 1991; DUARTEet al, 1993; SILVEIRAet al, 2005a;
ALCANTARA et al, 2005; OLIVEIRAet al, 1996; SILVEIRAet al, 2005a; KELESet
al., 2011; ABREUet al, 2011; ABREUet al., 2013).

A analise dos extratostandlicospor UHPLGESFMS no modo
negativo foiconsiderada apropriag@ra o0 monitoramento destes principios ativos, uma vez
gue no modo positivo nenhum ion dos principios ativos foi observado. Assim, somente os

resultados em modo negativo sdo apresentados.
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5.6.1. Caracteizacdo Qualitativa dos Extratos

A Figura 9 apresenta os espectros-ESl no modo negativo dos
fingerprintsdas amostras dos extratos etandlicos de cada populatapidaster Embora
nenhuma abordagem quimiométrica tenha sido realizamtaparacdo visual direta dos
fingerprints ESFMS sguiu omesmo padrdo espacial apresentado pelos 6leos essenciais,
onde populacdes do sul (AB%a) apresentargmerfil quimico similar, enquanto a populagéo
OB (sudeste) apresentou perfil quimico divergeiaedemais (FIGURA 9).

Figura 9. Espectros ESIJ-MS dos extratos etandlicos das popula¢cGes yddnophora
pinasterAB (A), OB (B) e SSa (C). AB e SSa séo provenientes da regido sul e OB da regido
sudeste do Estado de Minas GeraBrasil. Scans na extensdo d®0-800 m/z, modo

negativo.
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As amostras dos extratos de AB e SSa compartilharam os mesmos
ions, sendo o de/z313 o mais intenso (FIGURA 9A e C). Na amostra do extrato da
populacdo OB, o ion de/z233 foi 0 mais intenso, seguido dos ionsrdel91, 249, 515 e
353 (FIGURA 9B). Os ions d®a/z191, 353 e 515 também foram encontrados nas amostras
de SSa e AB, porém, em menores itensidades (FIGURA 9A e C). As amostras das trés
populacdes também complraram em intensidades baixas o iomde593, (FIGURA 9A,

BeOC).
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Utilizando uma eluicdo cromatogréfica com deteccao porMESI
em modo negativo também foi possivel notar as semelhancas entre os perfis cromatograficos
dos extratos das populacdes S@deem contraste ao perfil cromatografico da amostra de
OB (FIGURA 10A, B e C)

Figura 10. Cromatograma®JHPLC-MS em modo negativo dos extratos etandlicos das
partes aéreas das populacéekya#nophora pinasteégSa (A), OB (B) e AB (C)AB e SSa
sao provenientes da regiao sul e OB da regiao sutle&istado de Minas Gerai8rasil.
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5.6.2. Busca peloPBrincipios Ativos

Dos 12 metabdlitos ja registrados émpinastercujas atividades
biolégicas foram comprovadas na literatura (TABELA 1) trésicido clorogénico,
quercetina e friedelin& foram identificados nas amostras dos extratos das populagdes
estudadas. Adicionalmente, foram identificados os agidnsnarico e atafeoilquinico As

suas estruturas estdo apresentadas na Figura 11.
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Figura 11. Estruturas quimicas dos compostos identificados nos extratos etandlicos da parte
aérea das populacdds Lychnophora pinasteAB, SSa e OBAB e SSa séo provenientes
da regido sul e OB da regiao sudeste do Estaditirtes Gerais Brasil.
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Massa Molecular: 164 O HO
Férmula Molecular: C;H O, Quercetina

Massa Molecular: 302
Férmula Molecular: C,:H,,0

*Estruturas quimicas obtidas do banco de dados de estruturas quimicas ChemSpider

Na Tabela 16 € possivel verificar com detalhes os resultados do
monitoramento dos principios ativos utilizando UHPESFMS/MS e GGMS, onde séo
apresentadas a quantidade de ions detectados por populagédo, o tempo de tigtengao (

meétodo de idenficacéo utilizado.
Nas populacdes AB e SSa foram encontrados oito donmsm/z

compativel as massas moleculares dos principios ativos descritos na Tabela 1 e sete ions na
populacdo OB (TABELA 16).

Com o0 uso de padrbes comerciais do &cido clorogénico e da
guercetina (FIGURA 12A e E), por UHPLC, os iongde353 (r= e 3.04min) e 301 (=
e 5.41 min)foram identificados em todas as popula¢des (FIGURAS 13B e E; 14B e E; 15B

e E).
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Os ions den/z343 e 253 apresentaram relagd@compativel com
0s principios ativos ZBeoxtgoiazensolido e acidde-lichnddérico, respectivamente
(TABELA 1), sugerindo a presenca destas substancias nos extratos. Porém, necessitam de
andlises complementares para a inequivoca elucidacado estrutural das substancias. Os
espectros de fragmentacdo EBNIS/MS destes dois ions sdo apresentados nos Agéndic
10e 11.

Adicionalmente, em todas as populacdes, o iomgel63 (r=
e 4.06 min)foi identificado como o acidp-cumarico por meio da comparacédo com padrao
comercial(FIGURAS 12D, 13D, 14D e 1508 os dan/z515 (r= e 4.24/4.63 minomo
derivados do acido dicafeoilquinico (FIGURAS 13C, 14C e 15C) através da comparacao dos
espectros de fragmentacdo EBENIS/MS (FIGURA 16)com a literaturaNJORAES et al.,
2009)

Nas analises também foram utilizados os padrdes comerciais da
rutina fn/z de 609;tr= 4.47 mir) e da vitexinarf/zde 431;tr= 4.18 min (FIGURA 12B e
C), porém, estas substancias ndo foram detectadas nos extratos das populacdes estudadas.

Um isdbmero da vitexina foi detectado nos extratos de AB etgSa (
5.45 min) (FIGURAS13A e 14A) e dois isbmeros do acido clorogénies € 2.48/3.17
min) foram detectados nos extratos das trés populagdes (FIGURAS 13E, 14E e 15E).

O ion dem/z 426 (r= ¢ 48.0 min), detectado pd&C-MS, foi
identificado como a friedelimaediante a comparacao do espectro de massas com a literatura
(CHENet al.,2005) e o banco de dados do sistema\eC
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Tabela 16. Dados adquiridos na analise dos extratos das populacdegctdeophora
pinasterAB, SSa e OB poHPLC-ESIFMS/MS em modo negative GGMS.

Quantidade

Populacao dg ions (r;Tn) EST HY}Z H] Identificacao | de'\f;:ﬁ:i%a‘
registrados
AB
Regido Sul 1 2.49 353* isbmero acido clorogénici
2 3.04 353* acido clorogénico 1
3 3.19 353* isbmero acido clorogénici
4 4.05 163 acidop-cumarico 1
5 4.24 515 acido dicafeoilquinico 2
6 4.63 515 acido dicafeoilquinico 2
7 5.41 301* guercetina 1
8 5.45 431* isbmero vitexina
9 6.59 343*
10 6.61 253*
11 48.13 426* friedelina 3
SSa
Regi&o Sul 1 2.48 353* isbmero &cido clorogénic
2 3.04 353* acido clorogénico 1
3 3.17 353* isbmero &cido clorogénic
4 4.06 163 acidop-cumarico 1
5 4.24 515 acido dicafeoilquinico 2
6 4.62 515 acido dicafeoilquinico 2
7 5.43 301* guercetina 1
8 5.45 431* isbmero vitexina
9 6.59 343*
10 6.80 253*
11 47.82 426* friedelina 3
OB
Regido Sudestt 1 2.48 353* isbmero &cido clorogénic
2 3.05 353* acido clorogénico 1
3 3.16 353* isbmero &cido clorogénic
4 4.06 163 acidop-cumarico 1
5 4.25 515 acido dicafeoilquinico 2
6 4.60 515 acido dicafeoilquinico 2
7 5.42 301* guercetina 1
8 6.77 253*
9 6.86 343*
10 48.07 426* friedelina 3

!=Via UHPLC, espectro de massa comparado com o padrdo comercial da substancia;
2=Comparagao do espectro de massa obtido por UHPLC com espectro de massa da literatura;
3=Comparagao do espectro de massa obtido peMS@om espectro de massa da literatura.

*= jons monitorados nos extratos.
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Figura 12. CromatogramatlHPLC-MS em modo negativo dos padrdes comerciais da (A) querdetiia de 301, tR 5.41 min; (B) rutiria
m/z de 609, tR 4.47 min; (C) vitexiiian/z de 431, tR 4.18 min; (D) acidecomaricoi m/z de 163, tR 4.05 min; (E) acido clorogériico
m/z de 353, tR 3.05 min.
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Figura 13. Cromatogramas/HPLC-MS em modo negativo do extrato etandlico da populacdo AB, selecionando os ions (A) de in/z 431
vitexina, (B) de m/z 301quercetina, (C) de m/z 515derivados do &cido dicafeoilquinico, (D) de m/z 1&&ido pcumarico, (E) de fa 353
i &cido clorogénico. Populacao proveniente de Carranegisio sul do Estado de Minas GeiaBrasil.
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Figura 14. Cromatogramat/HPLC-MS em modonegativodo extrato etandélico da populacdo SSa, selecionando os ions (A) de ni/z 431
vitexina, (B) de m/z 301quercetina, (C) de m/z 515derivados do &cido dicafeoilquinico, (D) de m/z 1&&ido pcumarico, (E) de fa 353
i &cido clorogénico. Populacao pemwente de Carrancas, regido sul do Estado de Minas G@&uasil.
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Figura 15. Cromatogramas/HPLC-MS em modo negativao extrato etandlico da populacdo OB, selecionando os ions (A) de miz 431
vitexina, (B) de m/z 301quercetina, (C) de m&1571 derivados do &cido dicafeoilquinico, (D) de m/z 1&&ido pcumarico, (E) de fa 353

i &cido clorogénico. Populacao entre Moeda e Itabirito, no sudeste do Estado de MindsEsasdis
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Figura 16. Espectrosde massas ESMS/MS em modo negativalosions de m/z 515%
derivados do &cido dicafeoilquinie@ncontrados nos extratos etanélicos das partes aéreas
das populacdes dgichnophora pinasteAB (A-B), SSa (GD) e OB (EF). AB e SSa séo
provenientes da regido sul e OB da regido sudeste do Eetddimas GeraisBrasil.
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Nove dos ions detectados em modo negativo nas amostras de

extratos etandlicos das populacded dpinasterforam observados efingerprintsESI(-)

de extratos hidroalcodlicos dgchnophorasp. (MORAESet al, 2009), tendo as seguintes

estruturas atribuas: m/z 255 - pinocembrina I(.pohlii), m/z 207 - n&o identificado L.

candelabrunmy, m/z 315 3-metil-quercetinal(. candelabrum, L.pohlii, L.peusovilosissima

L.visolissim3, m/z 3531 derivados do acido cafeoilquinicd.(candelabrum, L.pohilii,

L.peusovilosissima L.visolissimd, m/z463- quercetina 3jlucosideo I(. candelabrum, L.

pohlii e L.visolissimd, m/z515171 derivados do &cido dicafeolquinica. (candelabrum,

L.pohlii; L.peusovilosissima L.visolissimd, m/z529 - &cido cafeoilferuloilquinico L.
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candelabrum,L.pohlii, L.peusovilosissima L. visolissimy m/z 593 - vicenina2 (L.
candelabrum, L. pohlii, L. peusovilosissima.visolissim, m/z609 - ndo identificado (.
pseudovilosissima

Adicionalmente, amassas da quercetina, do agidoumarico e do
acido clorogénico nos extratos foram determinadas utilizando os valofes @dedas
equacdes das retas geradas pelas curvas de calibracdo (GRAFICO 21A, B e C). As curvas

de linearidadele todos os analitopeesentarantoeficiente de correlagéo (r) > 0.9900.

Grafico 21. Curva de calibracdo obtida pelo método do padréo externo com diferentes
concentracdes (ng) dos padrdes comerciais de &cido clorogénico (A), -@ciohd@pco (B)

e quercetina (C) para a determinacao das concentracfes dos analitos por grama de extrato
das populagbes AB, SSa e OB.
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A quantidade de quercetina, aciqecumarico e do acido
clorogénico foi expressa por grama de extrato etandlico para cada popatepdnto a
quantidade de friedelina foi expressa em proporcao relativa nos extratos, conforme

apresentado na Tabela 17.
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Tabela 17. Massa de acido clorogénico, acideymarico e de quercetina por grama de
extrato etanolico e propgho relativa (%) de friedelina nos extratos etandlicos das
populacdes (Pop) deychnophora pinastefSSa, AB e OB).

pop T Massa-----------=--=-mmmmmn oe- (%)-----
acido clorogénicd acidop-cumaric@ quercetind friedelind
SSa 2.06 mg 60.0 ug 0.45 mg 19.6
AB 2.42 mg 51.4 ug 0.59 mg 24.0
OB 1.95 mg 34.4 ng 0.75 mg 16.4

2Analise e identificacdo por UHPI-ESI-MS/MS; PAnalise e identificacdo pd&&C-MS.
AB e SSa: regido sul e OB: regido sudeste, Minas GeBasil

Os extrates das trés populacdes apresentaram quantidade similar de
acido clorogénico, com destaque para AB (2.42 mg). O extrato de SSa apresentou maior
quantidade de &cidp-cumarico por grama de extrato (f@) e o extrato de AB maior
proporcao relativa de friedelina nos extratos (24.@@6mparada as populacdes do aul
populacdo OB (sudeste) apresentou maior quantidade de quercetina por grama de extrato
(0.75 mg) (TABELA 17).

Embora a prioridade inicial fosse de monitorar os ions dos
principios ativos descritos na literatura para a espécie (TABELA 1), outras substancias
polares e que contém funcbes acidas, como fendis e acidos carboxilicos, mais facilmente
desprotonadas e, conseqientemente, analisadas oaegativo (COLE, 1997; VESTAL,

2001) podem estar presentes nos extratos.

5.7. Rendimento dos Oleos Essenciais e Extratos

Foram obtidas grande quantidade de extratos de todas as populacdes

estudadas. O rendimento entre populagdes foi muito similar (GFAE2).
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Grafico 22. Rendimento (%) dos extratos etandlicos das populacddsyateophora
pinasterAB e SSa, provenientes da regido sul, e OB, da regido sudeste do Estado de Minas
Geraisi Brasil.
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Quanto ao rendimento de O6leo essencial, dentro das populagdes,
foram registradas variacdes do rendimento entre acessos, evidenciando comportamento
fenotipico diferencial (GRAFICO 23A).

Embora baixa, maior variabilidade fenotipica de rendimento
intrapopul@ional foi constatadaemSsd 2 G 0. 09) , seZGW.i WD) de OB ((
0.0004).

Diferencas significativas quanto ao rendimento médio de 6leo
essencial foram constatadas entre populagB&AFICO 23B), tendo SSe AB maior
rendimento médio de 6leo essih (0.57% e 0.41%, respectivamente) e OB o menor
(0.03%).

Comparando os padrdes do Gréafico 6A, de altitude, com o de
rendimento médio de 6leo essencial, Grafico 23B, € possivel constatar que néo existe uma
relacdo de quanto maior a altitude maior o neraiito ou viceversa.

Como o teste de Mantel revelou fraca correlacao entre as matrizes
de altitude e de rendimento de Oleo essencrl0(28; p= 0.0005; 999 permutacdes) e
nenhuma correlacdo entre as matrizes de distancia dos dados obtidosnpéniardes dos
solos com o rendimento< 0.1049;p= 0.2349; 999 permutacdes), um indicativo é o de que
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outros fatores possam ter contribuido para a maior producdo de 6leo essencial pelos
individuos provenientes das populacdes AB e SSa (sul).

Umaproposi@o é a de que a precipitacdo seja um dos fatores que
influenciaram no rendimento de 6leo essencial, uma vez que na regido de AB(BBae
de chuvas foi maiof229 mm) do que na regido de OB (sudeste) (59 mm) (GRAFICO 5B).
Associados a precipitacdo, as condi¢cdes de temperatura e radiacdo dos seus locais de origem
(dados ndo mensurag) podem ter favorecido acumulo de 6leo essencial, merecendo
estudos complenmeéares.

Incremento no rendimento de 6leo essencialAlbgsia triphylla
Royle (Verbenaceae) e diéenthal. (Lamiaceae) em funcdo de maior precipatagcéo e de
condicOes ideiais de radiacdo e de tempetura foi observado (DESCHAINME.S2008;
PAULUS et al, 2013).
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Grafico 23. Rendimento (%) dos 6leos essenciais dos 55 individubyaeophora pinasteestudados (A) e rendimento médio dos oOleos
essenciais das populacdes (B) AB e SSa, proveniente da regido sul, e OB, proveniente da regido sudeste do Estado alsiMBnasilGer

(B). Acessos AB_5 até AB_23: provenientes pop AB, de Carrancas (regif8Sal 2 até SSa_25 provenientes pop SSa, de Carrancas (regido sul); OB_2 até OB_36 provenientes da pop
OB, entre os municipios de Miee e Itabirito (regido sudeste)
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5.8. Estudoin vitro da Atividade Tripanocida e de Citotoxicidade dos Extratos

Etandlicos e dos Oleos Essenciais

Os dados apresentados séo referentes a ensaios realizados utilizando
a forma amastigota dB cruzi(cepa Y- Tcll), que séo estagios evolutivos arredondados,
com inconspicuos flagelos e que se multiplicam dentro das células hospedeiras, sendo
responsaveis, portanto, pela amplificacdo parasitologica da doenca de Chagas
(CARVALHO E SOUZA, 1986BRENER, 1997; TEIXHRA et al, 2011).

Células hospedeird$20S foram infectadas por tripomastigotas 24h
antes da adicao do composto de referéncia benznidtragh comercial utilizada para tratar
infeccdes devidas ab. cruzt, dos Oleos essenciais e dos extratos. A linhagemélulas
U20S, derivada de osteosarcoma humano, cresce em monocamada e apresenta citoplasma
grande; o que permite boa quantificacdo dos amastigotas em experimentos de Analises de
Alto ConteUddGENOVESIOet al, 2011).

Na Andlise de Alto Conteudo, cadaarasita intracelular foi
detectado e quantificado (numero gf@ot3. As células hospedeiras que continham pelo
menos unspotdentro do citoplasma foram consideradas infectadas. Na Figura 17 € possivel
comparar visualmente resultados obtidos através doe@gpepara deteccdo das formas
amastigotas em células hospedeiras infectadas (controle negativo= células hospé&deiras +
cruzi + DMSO 1%) com relacdo a células ndo infectadas (controle positivo= células
hospedeiras + DMSO 1%).

ApoOs 24 h de infeccdo, células hospedeiras U20S foram expostas as
amostras (benznidazol, 6leos essenciais e extratos etandlicos) por 4 dias, sendo submetidas
a 14 pontos de diluicbes seriados. Apds este periodo, as imagens das placas foram analisadas
e a avidade normalizada dos compostos foi plotada como cwdwss resposta
(GRCFI COS 24 e 25). O valor m®dio do fator
a qualidade e performance de ensaios de Analise de Alto Conteldo, foi de 0.63, indicando
um ensaio de qualidade satisfatéria (ZHANGal, 1999).
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Figura 17. (A) Células U20S néo infectadas: controle positivo para atividade; (B) células
U20S infectadas: controle negativo para atividaiganocida; (C) secéo expandida para
mostrar a eficiéncia na deteccédo dos nucleos do parasita dentro da célula hodjiddeira.
nucleo da célula hospedeira; NP= nucleo do parasita.
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No Apéndice 12 é possivalonstatar a eficiéncian vitro do
compostoreferéncia benznidazol em 400 e 1AM, onde, praticamente, ndo foram
encontradas células U20S infectadas por amastidstiasefletena sua curva dosesposta
(GRAFICOS 24A e 25A), que apresentou aumentdisialade antiparasitaria normalizada
(Normalized Activity conforme aumento das concentracdes, sem diminuicdo da taxa de
células hospedeira€¢ll Ratig. O indice de Seletividade (IS) obtido para o benznidazol foi
> 11.8, indicando uma acéo suficienteneentletiva (TABELA 18). Em contrapartida,
baixos valores de IS foram obtidos tanto para os 6leos essenciais (SSa: 1.43; OB: 1.77)
guanto para extratos etandlicos (AB: 0.40; SSa: 0.28; OB: 0TABELA 18).

Em 100 pg/mL, por exemplo, todos os Oleos ess&n@ extratos
foram extremamente citotoxicos para as células hospedeiras U20S infectadas, eliminando
as em praticamente 100% (APENDICES 13 a 18). Diminuic&o acentuada da taxa de células
hospedeiras foi verificada a partir dancentracdo dé&2.5 pug/mL, con destaque para a
maior citotoxicidade dos extratos, como pode ser constatado nas curvas-desposta
(GRAFICOS 24 e 25) e comparano®testes com os 6leos essenciais (APENDICES 13, 14
e 15) com os testes com extratos (APENDICES 16, 17 e 18§ isforcado peloaixos
valores de C6 obtidos para os extratos (mid.62 pg/mL, populacdo OB; méax.: 13.03
pug/mL; populacdo SSa) em relacdo aos obtidos para os 6leos esganoiadkl.05 pg/mL,
populacdo OB; max.: 85.27 ug/mL; populacdo STABELA 18).

Como houve mortalidade das células U20S causada pela alta
concentragdo dos 0Oleos essenciais e exttaoase reducdo no numero de células infectadas
e, consequentemente, da atividade normalizadipaaasitaria (GRAFICOS 24 e 25).
Portantojsto ndoindica atividade tripanocida das amostrsavées do ensaio com células
hospedeiras LL@K2 (células deMacaca mulatta rhesus)ndo infectadas, onde foi
excluido o efeito citolitico do parasita, também foi verificada maior citotoxicidade conforme
aumentodas concentracdes de 6leos essenciais e, principalmente, de extratos (GRAFICO
26A-G); reforcando os resultados obtidos anteriormente.

Foi possivel constatar ques amostras de Oleos essenciais e
extratos del. pinasterndo apresentaram seletividade e atividade antiparasitanéro,
com relagdo as formas amastigotasTderuzi equivalente ou superior ao composto de

referéncia benznidazol, utilizado comercialmente para tratar a doenca de Chagas.
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Grafico 24. Curvas de doseesposta para o composto de referéncia, benznidazol (A), e os 0leos essenciais das popllpciiesptiera
pinasterAB (B), OB (C) e SSa (D) testados em células U20S infectadas. Populacdes AB e SSa, provenientesdled@gisimdo de Minas
Gerais, e a populacdo OB, proveniente da regido sudeste do Estado de MinasB@ihiba esquerda para a direita, o eixo X contém o Log da
concentracao crescente de 6leo essencial ou do composto referéncia e os 15 pordogréficcactpresentam as diluices utilizadas para as amostras (100, 50, 25, 12.5,
6.6, 3.5, 1.7, 0.8, 0.4, 0.2, 0.1, 0.05, 0.02, 0.01 e 0.005 pg/mL) e para o composto referéncia (400, 100, 50, 253.52.5,76.6.8, 0.4, 0.2, 0.1, 0.05, 0.02, 0.04).
Normalized Activity: Atividade antiparasitaria normalizada; Cell Ratio: Taxa de células hospedeiras.
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Grafico 25. Curvas de doseesposta para o composto de referéncia, benznidazol, e os extratos das populagciasogbora pinastetSa
(B), OB (C) e AB (D) testados em células U20S infectadas. Populacdes AB e SSa, provenientes da regidao sul do Esta@edsdViaas
populacdo OB, proveniente da regido sudeste do Estado de Minas Bmsil Da esquerda para direita, o eixo X contém o Log da concentragdo
crescente de 6leo essencial ou do composto referéncia e os 15 pontos de cada grafico representam as diluicdes utitizatastpasg100, 50, 25, 12.5, 6.6, 3.5, 1.7,
0.8, 0.4, 0.2, 0.1, 0.05, 0.02,01 e 0.005 pg/mL) e para o composto referéncia (400, 100, 50, 25, 12.5, 6.6, 3.5, 1.7, 0.8, 0.4, 0.2, 0.1, 0.05,,M)2Noiddalized
Activity: Atividade antiparasitaria normalizada; Cell Ratio: Taxa de células hospedeiras.
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Tabela 18. Valores de E&, CGso e indice de Seletividade (IS) para o composto referéncia (benznidazol), os 6leos essenciais e os extratos das
populacdes deychnophora pinasterontra amastigotas intracelularesTaganossomaruzi, cepa Y Populagdes AB e SSa, provenientes da
regido sul do Estado de Minas Gerais, e a populacdo OB, proveniente da regido sudeste do Estado de MiBaagBerais

Valoresde EC50Irypanosoma cruzi CC50 values/células Bpedeiras

Composto (UM ou pg/mL) (UM ou pg/mL) IS
Média Desvio Padrao Média Desvio Padrao
Benznidazol 36.10 15.46 - - >11.8
Oleo Essencial AB ND - ND - ND
Oleo Essencial SS 59.50 13.30 85.27 46.76 1.43
Oleo Essencial OB 23.16 13.57 41.05 11.19 1.77
Extrato AB 19.33 2.48 7.68 0.68 0.40
Extrato SSa 46.98 1.54 13.03 2.64 0.28
Extrato OB 11.84 0.54 4.62 1.25 0.39

EGso: concentracdo de composto correspondente a 50% da atividade normalizada apés 96 h de incubagéo;

CGso: concentragéo de composto correspondente a redecd@% das células hospedeiras em comparagao com o controle ne
IS ou Indice de Seletividade: razao 4gECs;
ND indica que o valor ndo pode ser calculado.
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Grafico 26. Curvas de doseesposta do teste de citotoxicidade para o composto de referéncia benznidazol (A), os 6leos essenciais (B, C, D) e
extratos etandlicos (E, F, G) das populacdesydanophora pinasteAB, SSa e OB em células LERIK2 ndo infectadas. PopulachéB e

SSa, provenientes da regido sul do Estado de Minas Gerais, e a populacéao OB, proveniente da regido sudeste do Estadmdeddinas

esquerda para a direita, o eixo X contém o Log da concentracéo crescente de extrato e os 15 pontos e capeegedftam as diluicdes utilizadas (100, 50, 25, 12.5,

6.6, 3.5,1.7,0.8, 0.4, 0.2, 0.1, 0.05, 0.02, 0.01 e 0.005 pg/mL); Cell Ratio: Taxa de células hospedeiras.
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5.9.Consideracdes Finais

Baseado nos estudos prévios realizados por Haber (2008), com
populacdes cultivadas em Botucatu e os obtidos no presente estudo, reesenesutela
no estabelecimento de banassitude germoplasma para a obtencdo de Oleos essenciais
de L. pinaster com base em marcadores neutros (microssatélites), pois os preditores
ambientaigendem a sews principais fatores que determinam o seu polimorfismo quimico
e ndo a deriva genética.
Outros fatores que podem eventualmente ter afetado a prouucéo
situ dos metholitos é a intensidade, qualidade e duragcdo do fator luz nos diferentes
ambientes. O aporte de carbono bem como a eficiéncia de assimilacdo pode alterar o uso e a
demanda do carbono do metabolismo especializado; merecendo também ser investigado.
Estudoscom marcadores encontrados em regides codificadoras ou
com funcédo regulatéria sdo sugeridos, como a utilizacdo de marcadores gendmicos (SNPs)
para ensaios de polimorfismos associados a caracteristicas de producao dos principios ativos.
Polimorfismos quimios do 6leo essencial e extratoldepinaster
devem existir em outras localidades do Cerrado do Estado de Minas Gerais, merecendo ser
investigados. Os fendtipos provenientes da regido sul devem ser considerados quanto a
elaboracdo de qualquer estratégiaufa visando identificacdo de fontes naturais de
principios ativos, como os agentes -danfiamatdriosE-cariofileno el-humuleno(ACHE,
2013; HAN et al ; 2 0li4n e n-piherm, pbtencialmente utilizaveis em terapia
antimicrobiana e gastroprotetiva (LEI'BEal, 2007;SILVA et al, 2012;PINHEIROet al,
2015); ou doaromatizante natural cinamato de metila, como alternativa ao obtido
sinteticamentee utilizado na induUstria de asméticos, perfumes, produtos de limpeza e
higiene (SHARMA e KANWARE, 2012).
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6. CONCLUSOES

Por meio dos estudos realizados, constigue:

(1) Existem diferentes niveis de diversidade genética dentro das populacfes e alto

nivel de diferenciacdo genética entre populacdes yhophora pinasterOs
esforcos de conservacé@ositu devem focar na preservacao dabitatsde L.
pinasterda destruicde no aumento dos tamanhos populacionais, uma vez que o
pequeno tamanho populacional e a fragmentacdo fazeln gmasteruma
espécie que esta susceptivel as perdas de diversidade genética causada pelos
efeitos da endogamia e da deriva genética. E sugamidnanejamento de coleta
de sementes provenientes dos grupos genéticos evidenciados pelo STRUCTURE
ou DAPC, podendo este ser um ponto de pafdata a conservacax situdo
germoplasma da espécie. Além da relevancia de se considerar as estratégias
sugeidas para a conservacdo tle pinaster é estritamente necesséario o
monitoramento das populacdes remanescentes para que, de fato, seja evitada a
extingdo da espécie.

(i) O E-cinamato de metil&-c a r i o f -humaleno foram 0d constituintes mais
abundantesios Oleos essenciais dos fenotipos das populagbes provenientes da

regido sul, enquanto os da regido sudeste foram caracterizados exclusicamente
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por sesquiterpenos, com auséncia de fenilpropandides. As populacdes
apresentarse como fonte natural em poteadaile compostos para a fabricacéo

de produtos alimenticios, farmacéuticos, perfumes, cosméticos, de higiene e
limpeza;

(i)  Mesmo padrao espacial de composi¢do quimica foi observado para os extratos,
onde as populacdes do sul apresentaram mesmo perfil quiphicd gonto de
vista qualitativo, diferindo da populacdo proveniente do sudeste. Dos principios
ativos registrados na literatura para a espécie, somente dois, quercetina e
friedelina, foram identificados nos extratos etandlicos das populagdes estudadas;

(iv)  Mesmo apds 96 horas de exposicao do par@sitauziaos 6leos essenciais e
extratos etandlicos das trés populacdes naturdis pimaster os mesmos nao
apresentam seletividade e atividade antiparasitériaitro equivalente ou
superior aocomposto deeferéncia benznidazol, para as formas amastigotas
intracelulares. Portanto, nas condi¢cdes de estudo, as amostras testadas nao foram
capazes de eliminar eficientemente a infeccéo;

(v) Com o aumento das concentracdes dos 0leos essenciais e extratos etandlicos,
houve aumento da citotoxicidade e, consequentemente, diminuicdo da taxa de
células hospedeiras (infectadas ou nao infectadas). Os extratos etandlicos se
mostraram mais citotoxicos que aos 6leos essenciais;

(vi) Comparados a genéd, os preditores ambientais mostraram os elementos mais
relevantes para a variacao quimica do 6leo essencial entre populacfes da espécie.
Isto indica quepossivelment® polimorfismo quimico do 6leo essencial esteja
ocorrendo mais como um reflexo de uma selecao natural de aoands ¢atores
ambientais locais em cada populacdo e ndo devido a deriva genética. Isto € um
alerta quanto a utilizacdo de diferentes populagbed..dpinaster como
fitoterapico de modo indiscriminado, uma vez que as diferengcas na composicao

guimica podemamprometer a sua eficacia terapéutica.
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APENDICES

APENDICE 1. Esquema representativo de ensaio de triagem de alto contetido (HCS).
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APENDICE 2. Anélise de alto contetidd\) Input, imagem de said&) Find Nuclei,
identifica os nucleos das células hospedeiras baseammmarcacéo nucle&) Find
Spots identifica e quantifica o ponto que representa o DNA corado do parasita
do citoplasma da célula hospededaSelect Populationseleciona a células infectad
(verde) entre a populacéo total de células.

< v




156

APENDICE 3. Matriz de confusdogra classificacdo das amostras dos solos de origem das
populacdes AB, OB e SSa estimadas pelaf&s¥populacdes AB e SSa séo provenientes da
regido sul e OB é proveniente da regido sudeste do Estado de Minas Beasils

de\a AB OB SSa Total % correto

AB 10 0 0 10 100%
OB 0 4 0 4 100%
SSa O 0 9 9 100%
Total 10 4 9 23 100%

APENDICE 4. Matriz de confus&o para classificacdo das amostras dos solos de origem das
populacdes AB e SSa, provenientes da regido sul, estimadas pelas pdpulacteé\B e
SSa séo provenientes da regido sul do Estado de Minas Gérassl.

de\a | AB SSa| Total | % correto
AB | 10 O 10 100%
SSa| O 9 9 100%
Total | 10 9 19 100%




157

APENDICE 5. Composi¢édo quimica dos 6leos essenciais (%) dos aceskgshm®phora pinasteprovenientes da populacéo
AB, Carrancas, Minas Gerais, Bradila tabela, destaque amegrito para as substancias e classes quimicas mais abundantes do
oleo essencial.

A a AB AB AB -
Substanas IRc® AB5 AB7 AB8 AB9 AB10 1344 1345 AB11 1355 AB20 AB23 MEDIA
Upineng™ 931 02 04 04 02 01 10 08 06 05 17 tr 0.5
b-pineno™ 974 04 03 04 02 01 16 14 04 03 19 tr 0.6
limonend™ 1026 tr 02 03 02 01 03 02 02 03 04 tr 0.2

2 -terpinené™ 1055 tr 03 04 02 01 02 02 03 03 01 tr 0.2
terpinen4-olM© 1174 02 08 08 05 02 05 03 07 06 05 0.2 0.5
Uterpineol© 1188 tr tr tr tr tr 0.2 tr tr Tr tr tr tr

Z-cinamato de metila® 1301 6.1 11 15 11 04 12 18 06 06 04 16 1.5
E-cinamato de metildP 1382 69.6 85.1 79.0 786 795 78.3 69.6 62.2 680 654 58.2 72.1

E-cariofileno™s 1418 95 6.2 93 92 117 83 146 121 182 158 13.8 11.7
U-humuleno™s 1452 26 18 28 28 35 25 42 36 53 48 43 3.5
ndl 1550 12 02 04 03 02 05 05 03 04 05 13 0.5

6xido de cariofilenc®© 1581 48 15 23 31 21 20 34 16 25 39 94 3.3
Z-sesquilavanduléP 1607 08 03 05 06 04 05 06 02 05 09 13 0.6

isolongifolan7-U-015° 1615 01 01 02 02 01 03 02 01 02 03 04 0.2
epoxialo-aromadendrer 1630 09 02 03 06 02 06 05 02 03 08 17 0.6
selina3,11-dien6-U-0lS°C 1634 25 06 09 15 07 12 13 05 08 16 35 14
HM= hidrocarboneto monoterpénicc 0.6 1.2 15 08 04 31 26 15 14 4.1 tr 1.5
MO= monoterpeno oxigenado 02 08 08 05 02 07 03 07 06 05 0.2 0.5

FP= fenilpropandide 75.7 86.2 805 79.7 79.9 795 714 628 68.6 658 59.8 73.6

HS= hidrocarboneto sesquiterpénico 12.1 8.0 12.1 12 15.2 10.8 18.8 15.7 235 20.6 18.1 15.2
SO= sesquiterpeno oxigenado 9.1 27 42 60 35 46 60 26 43 75 163 6.1

TOTAL IDENTIFICADO 97.7 98.9 99.1 99.0 99.2 98.7 99.1 83.3 984 985 94.4 96.9
4 Rc= éndice de RetenB04o calculado; tr: tra-o (troO




APENDICE 6. Composic&o quimica dos 6leos essenciais (%) dos aceskgshmh®phora pinasteprovenientes da populacio SSa,
Carrancas, Minas Gerais, Brasila tabela, destaque emegrito para as substancias e classes quimicas mais abundantes do 6leo

essencial.

Substéncia IRC® SSa2 SSad SSa5 SSa6 SSa7 SSa8 SSa9 SSall SSalz SSali SSal4 SSal€ SSal7
Upinend™ 931 19 06 07 07 26 10 0.6 0.5 1.6 2.5 0.8 1.3 14
b-pineno™ 974 19 05 08 06 34 08 0.9 0.8 1.9 3.6 0.7 2.1 1.8
limonend'™ 1026 0.3 03 02 04 04 04 tr 0.1 0.3 0.3 0.3 0.2 0.3
o-terpinend™ 1055 0.2 04 01 05 02 03 tr 01 03 02 03 03 0.2
terpinen4-olM© 1174 04 08 02 09 03 09 0.3 0.3 0.4 0.4 0.6 0.4 0.4
Uterpineol© 1188 0.1 tr tr tr 0.2 tr tr Tr tr tr tr tr tr
Z-cinamato de metif& 1301 05 04 04 01 03 06 0.3 Tr 0.5 0.2 0.3 0.4 0.4
E-cinamato de metild® 1382 80.3 82.7 84.5 82.0 79.2 78.2 754 872 816 749 80.2 743 830
E-cariofileno"S 1418 83 81 7.2 89 74 10.7 8.7 3.4 72 11.2 9.8 13.0 7.0
U-humulends 1452 24 24 22 26 22 32 27 1.1 2.1 3.4 2.9 4.1 2.2
ndl 1550 0.2 03 02 01 02 02 0.2 0.1 0.3 tr 0.2 0.1 0.1
oxido de cariofilenc®© 1581 18 16 15 14 16 15 4.7 3.0 1.8 15 1.7 2.1 15
Z-sesquilavanduléP 1607 04 03 03 03 03 04 10 0.6 0.3 0.3 0.4 0.4 0.3
isolongifolan7-U0I5° 1615 0.1  tr trtrtr tr 04 02 01 tr 01 0.1 tr
epoxialo-aromadendren 1630 0.2 0.2 0.2 tr 01 02 12 06 0.2 tr 03 02 0.2
selina3,11-dien6-UolS°® 1634 06 05 05 03 04 06 2.1 14 0.5 0.2 0.6 0.7 0.5
HM= hidrocarboneto monoterpénic 4.3 18 18 22 66 25 15 15 4.1 66 21 39 3.7
MO= monoterpeno oxigenado 0.5 08 02 09 05 09 03 03 04 04 06 04 04
FP= fenilpropandide 80.8 83.1 849 821 795 788 757 872 821 751 805 747 834

HS= hidrocarboneto
sesquiterpénico 10.7 105 94 115 9.6 139 114 4.5 93 146 127 17.1 9.2
SO= sesquiterpeno oxigenado 3.1 26 25 20 24 27 94 58 29 20 31 35 25
TOTAL IDENTIFICADO 99.4 908.8 98.8 98.7 98.6 98.8 98.3 99.3 988 98.7 99.0 99.6 99.2

4 Rc= éndice de Reten-«o calculado; tr: tra-o (trO 0,04).



APENDICE 6. Continuac&o...

Substéancia IRG® SSal€ SSalt SSa2: SSa2t MEDIA
Upinend™ 931 0.4 2.4 1.1 0.8 1.2
b-pinend™ 974 0.7 28 12 13 1.5
limonend™ 1026 tr 05 02 04 0.3
o-terpinend™ 1055 tr 04 02 0.2 0.2
terpinen4-olM© 1174 03 08 03 03 0.5
Uterpineol© 1188 tr 0.1 tr tr Tr
Z-cinamato de metif& 1301 tr 03 05 0.2 0.3
E-cinamato de metild” 1382 86.9 76.1 76.0 833 80.3
E-cariofileno™S 1418 33 95 111 7.0 8.3
U-humuleno™s 1452 1.1 28 33 21 2.5
ndl 1550 0.1 0.2 0.2 0.2 0.2
6xido de cariofilenc®® 1581 30 19 26 22 2.1
(Z)-sesquilavandul&P 1607 06 04 05 05 0.4
isolongifolan7-U-0l5° 1615 0.3 tr 02 0.2 0.1
epoxialo-aromadendren® 1630 08 02 05 03 0.3
selina3,1-dien6-Uol° 1634 1.6 05 12 09 0.8
HM= hidrocarboneto monoterpénicc 1.1 6.1 27 27 3.2
MO= monoterpenaxigenado 03 09 03 03 0.5
FP= fenilpropandide 86.9 764 765 835 80.6
HS= hidrocarboneto sesquiterpénico 4.4 123 144 9.1 10.8
SO= sesquiterpeno oxigenado 63 30 50 41 3.7
TOTAL IDENTIFICADO 99.0 98.7 98.9 99.7 98.8

3Rc= Indice de Reten¢gdma |l cul ado; tr: tra-o (trO 0, 04).
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APENDICE 7. Composicédo quimica dos 6leos essenciais (%) dos acessgshimphora pinasteprovenientes da populagio C
localizada entre os municipios de Moeda e Itabirito, Minas Gerais, Btadidbela, destaque amgrito para as substancias e clas

guimicas mais abundantes do 6leo essencial.

Substancias

IRc® OB2 OB3 OB4 OB5 OB6 OB7 OB8 OB10 OB11 OB12 OB13 OB14 OB15

Upinend™ 930 tr 04 tr 05 tr 04 07 04 tr 03 05 06 06
sabinengM %69 01 06 02 10 tr 06 12 04 01 06 06 08 0,7
b-pinend™ 973 08 08 03 10 tr 07 12 05 02 06 08 10 10
limonend™ 1025 14 15 04 05 02 05 06 08 04 10 07 11 04
o-terpinend™ 1055 tr 09 05 1.1 02 06 12 05 r 05 07 10 0,8
linaloIM© 1097 04 12 04 03 04 04 08 02 06 06 02 06 04
n-nonanat* 1101 tr 02 01 tr 02 tr 0.2 nr tr nr 03 02 Tr
Z-p-mente2-en-olM° 1118 tr 0.2 03 0.5 tr 0.3 04 0.2 tr 03 02 01 04
terpinen4-olM© 1174 04 20 15 30 03 14 22 11 08 15 12 27 19
ciperend®s 1398 43 20 15 04 04 14 39 16 29 08 33 6.8 46
E-cariofilend'® 1418 08 12 06 02 05 06 06 03 04 04 04 04 29
ndl 1448 25 26 25 23 29 24 26 29 26 25 28 24 26
U-humulends 1452 14 14 13 10 14 12 13 11 12 11 13 09 11
dehidresesquicined® 1467 nr tr nr tr  nr nr nr 0.2 nr nr nr nr nr
7-epi1,2-dehidresesquicines® 1475 03 0.1 01 01 03 02 02 02 02 02 02 tr 0,2
nd2 1483 0.1 tr 0.1 tr tr tr 0.2 tr tr tr tr tr 0,2
b-selinend’s 1492 2.7 26 26 20 24 23 22 25 22 21 24 16 16
viridifloreno™® 1496 06 04 03 03 03 05 02 04 04 03 04 012 tr
nd3 1511 28.0 33.5 41.1 37.3 43.3 38.6 325 41.7 30.4 35.7 40.7 29.7 179
nd4 1514 05 18 3.7 04 47 44 tr tr 05 47 40 95 40
nd5 1519 tr tr 0.1 0.1 tr tr tr tr tr 04 tr 0.6 tr
d-cadinend® 1521 0.1 tr tr tr tr tr tr tr 0.2 tr tr 04 tr
nd6 1535 48 56 57 54 39 45 39 65 47 53 58 51 472

IRc= Indice de Retenco calculado;nr:nde gi strado na popula-«o0; tr: tra-o (trO 0,04).
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APENDICE 7. Continuacio...

Substancias IRc? OB2 OB3 OB4 OB5 OB6 OB7 OB8 OB10 OB11 OB12 OB13 OB14 OB15
oxido de cariofilend® 1580 14 11 07 10 15 09 13 06 13 12 09 14 19
nd8 1587 nr tr nr nr 0.3 tr nr Tr nr 0.1 nr 0,4 tr

nd9 1603 22 09 09 10 11 08 17 12 30 06 16 41 29
b-atlantoP® 1611 1.2 04 12 04 09 07 10 02 06 15 06 09 0,6
isolongifalan7-U-olS° 1614 06 05 06 03 05 06 05 00 04 07 05 07 04
nd10 1628 nr nr 0.2 tr 0.3 0.2 tr Tr 02 03 03 04 04

nd12 1633 03 03 02 tr 04 tr 04 Tr 04 04 0.1 tr 0,7
cedreanof® 1648 65 59 46 38 79 64 61 27 98 45 43 46 74
nd13 1652 0.2 tr tr tr tr tr tr Tr 15 0.2 tr 0,1 1,2
14-hidroxi -Z-cariofilenoS® 1663 40 29 13 17 19 16 30 08 30 24 15 24 59
nd14 1668 tr tr tr tr tr tr tr Nr 0.2 tr tr tr 0,1

nd15 1675 1.1 10 05 05 09 06 11 02 15 08 04 10 30

nd16 1682 06 14 18 24 05 14 14 02 46 04 15 04 19

nd17 1696 0.7 0.2 02 05 02 03 +tr 02 0.6 tr 0.3 tr tr
14-hidroxi-O-humulen&® 1708 1.3 1.2 06 08 05 05 07 02 12 05 06 0,7 13
27, 6E-farnesof® 1720 0.1 08 08 08 05 05 05 02 16 tr 0.4 tr 05
nd18 1737 tr nr nr nr nr o onroonr Nr nr nr nr nd nd

nd19 1768 6.0 3.8 32 74 27 63 28 91 49 77 49 20 46

nd20 1786 23 03 09 02 30 10 60 14 09 05 06 11 1.2

nd21 1797 96 96 47 89 22 53 43 102 69 75 41 28 105

AM= hidrocarboneto monoterpénico 2.2 4.2 14 41 04 29 49 27 07 30 33 46 35
A=dldeido tr 02 01 tr 02 tr 0.2 Nr tr nr 03 0.2 tr

MO= monoterpeno oxigenado 08 34 23 37 07 20 33 15 14 24 17 34 26
HS= hidrocarboneto sesquiterpénico 9.8 75 6.3 40 51 59 82 58 75 48 7.9 102 10.2
SO= sesquiterpeno oxigenado 15.4 12.8 9.9 8.9 13.8 115132 51 18.0 109 9.0 10.7 18.3
TOTAL IDENTIFICADO 28.3 28.2 20.0 20.7 20.3 22.3 29.9 152 276 21.0 221 29.1 345

4 Rc= éndice de Reten-«o0o calcul ado004nr: n«o registrado na popula-«o0; tr: tra-o (troO




APENDICE 7. Continuac&o...

OB OB OB OB OB OB OB2 OB OB OB OB OB OB

Substancias IR 16 17 18 19 20 21 2 23 24 25 26 33 34
Upinend™ 930 0.1 nr 0.3 tr 0.5 tr 04 01 03 04 08 tr 1.3
sabinengM 969 0.4 tr 07 06 0.7 nr 06 04 05 07 08 02 14
b-pinend'™ 973 0.7 tr 07 06 0.8 r 06 04 05 07 12 02 1.8
limonend™ 1025 0.6 tr 1.2 09 04 tr 07 05 03 09 10 02 11
o-terpinend™ 1055 06 02 08 08 09 nr 06 03 05 07 11 02 14
linaloIM© 1097 04 01 04 06 0.2 nr 0.3 tr tr 0.5 tr tr 0.2
n-nonanal* 1101  tr nr tr tr tr nr Tr nr tr 0.1 tr nr tr
Z-p-mente2-en-oIM° 1118 03 04 03 0.7 0.3 nr Tr tr tr 02 04 tr 04
terpinen4-olM© 1174 07 28 20 36 21 02 15 07 11 21 34 07 34
ciperend?s 1398 25 05 09 08 44 14 65 68 28 100 32 1.7 3.8
E-cariofilend™ 1418 03 03 04 04 07 02 07 13 06 25 04 05 0.6
ndl 1448 25 25 24 22 23 19 20 15 26 24 17 26 16
U-humuleno™s 1452 09 10 10 15 12 08 08 11 13 16 08 11 0.6
dehidresesquicined® 1467 nr nr nr nr nr nr nr 0.3 nr 0.4 nr nr nr
7-epi1,2-dehidresesquicined® 1475 tr 0.1 tr 03 03 0.2 tr 03 02 05 tr 0.2 tr
nd2 1483 tr tr tr tr tr 0.2 0.2 0.3 tr 04 01 0.0 tr
b-selinené'® 1492 19 18 20 30 22 17 13 14 21 26 12 24 1.0
viridifloreno™S 1496 0.1 03 05 tr 1.3 0.3 Tr 1.0 03 05 04 04 04
nd3 1511 325 36.5 34.7 30.2 31.7 27.1 321 237 341 275 30.3 354 225
nd4 1514  tr 4.1 tr 96 6.1 39 37 77 50 11 02 00 47
nd5 1519 tr 0.1 tr 0.6 tr 0.2 Tr tr tr 1.0 tr tr tr
g-cadinendS 1521 tr Tr tr tr tr tr Tr tr tr 0.4 tr tr tr
ndé 1535 50 40 59 53 49 40 36 43 53 46 28 55 28
4 Rc= €éndice de Reten-«o0o calculado; nr: n«o registrado na popula-«o; tr: tr
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APENDICE 7. Continuac&o...

Substancias IRc? OB16 OB17 OB18 OB19 OB20 OB21 OB22 OB23 0OB24 0OB25 OB26 OB33 OB34
Oxido de cariofilen®® 1580 1.6 1.3 12 06 11 06 12 1.2 1.8 16 08 10 13
nds 1587 nr 0.2 nr 0.3 nr 02 01 04 0.1 nr nr nd nd

nd9 1603 2.0 08 08 09 21 08 20 19 1.9 27 12 14 138
b-atlantolSO 1611 1.2 1.0 10 17 17 21 07 18 0.6 04 04 09 07
isolongifalan7-U-olS° 1614 0.4 06 05 10 13 09 05 14 0.6 tr 03 03 0.7
nd10 1628 0.2 0.3 tr 04 03 02 03 05 0.5 tr tr 02 03

nd12 1633 0.5 05 04 tr tr 01 03 0.1 0.6 04 02 02 03
cedreanof® 1648 5.6 70 6.1 44 26 34 6.2 47 6.0 50 80 45 68
nd13 1652 tr tr tr tr nr tr tr tr 0.6 tr tr 03 tr
14-hidroxi -Z-cariofilenoS® 1663 3.0 24 24 13 22 21 26 50 5.3 55 18 24 35
nd14 1668 tr tr tr tr nr tr tr tr 0.2 tr tr 01 0.1

nd15 1675 1.0 1.0 08 03 03 02 06 04 1.2 1.2 05 08 09

nd16 1682 2.1 08 09 05 22 42 12 40 0.4 21 06 20 61

nd17 1696 0.1 03 02 05 02 04 05 0.6 0.4 0.3 05 tr 0.1
14-hidroxi-O-humulené® 1708 1.1 07 07 10 09 10 10 19 1.4 1.3 09 06 14
27, 6E-farnesof® 1720 0.8 02 04 04 08 16 06 1.8 0.3 09 03 08 21
nd18 1737 nr nr nr nr nr nr nr 0.3 nr nr nr nd nd

nd19 1768 6.4 95 6.8 47 48 95 6.2 37 3.9 22 90 41 62

nd20 1786 0.6 07 05 04 09 07 11 09 0.1 0.1 51 59 07

nd21 1797 8.9 76 104 78 56 196 80 5.9 6.0 46 7.1 113 80

AM= hidrocarboneto monoterpénicc 24 02 37 28 33 00 29 17 20 35 48 08 7.0
A= Aldeido tr nd tr tr tr nr tr nr tr 0.1 tr nr tr

MO= monoterpeno oxigenado 14 33 28 49 26 02 18 07 11 28 38 0.7 40
HS= hidrocarboneto sesquiterpénico 5.8 39 48 57 98 44 93 116 71 176 6.0 6.1 6.5
SO= sesquiterpeno oxigenado 13.7 13.3 123 10.7 10.8 119 127 184 16.3 157 127 10.8 16.4
TOTAL IDENTIFICADO 23.3 206 23.7 240 265 165 26.8 323 265 39.7 27.3 18.3 338

4 Rc= éndice de Reten-«o calculado; nr: n«o registrado na popula-«o0; tr: tra-o (trO 0



APENDICE 7. Continuac&o...

Substancias IRc® OB36 MEDIA Substancias IRc® OB36 MEDIA
Upinend™ 930 tr 0.5 oxido de cariofileng® 1580 0.5 1.1
sabineng" 969 0.2 0.6 nd8 1587 0.1 0.2
b-pinend'™ 973 0.3 0.7 nd9 1603 0.5 1.6
limoneng'™ 1025 0.4 0.7 b-atlantoP° 1611 0.9 0.9
o-terpinend™ 1055 0.3 0.7 isolongifalan7-U-olS° 1614 0.4 0.6
linaloIM© 1097 0.6 0.4 nd10 1628 tr 0.3
n-nonanal* 1101 0.1 0.2 nd12 1633 1.3 0.4
Z-p-mente2-en-oIM° 1118 0.1 0.3 cedreanol® 1648 7.7 5.7
terpinen4-olM© 1174 0.9 1.7 nd13 1652 tr 0.6
ciperend™s 1398 4.0 3.1 14-hidroxi -Z-cariofilenoS® 1663 0.8 2.7
E-cariofilend™s 1418 2.6 0.8 nd14 1668 nr 0.1
ndl 1448 2.3 2.4 nd15 1675 0.5 0.8
U-humulend™s 1452 1.5 1.1 nd16 1682 0.1 1.7
dehidresesquicined? 1467 0.3 0.3 nd17 1696  tr 0.3
7-epi1,2-dehidresesquicinec® 1475 0.4 0.2 14-hidroxi-O-humulené® 1708 0.3 0.9
nd2 1483 0.3 0.2 27, 6E-farnesotf® 1720 0.1 0.7
b-selinend™ 1492 2.9 2.1 nd18 1737 nr 0.3
viridifloreno™® 1496 0.4 0.4 nd19 1768 3.9 5.4
nd3 1511 36.9 32.8 nd20 1786 0.7 14
nd4 1514 4.2 3.8 nd21 1797 5.2 7.5
nd5 1519 0.4 0.4 HM= hidrocarboneto monoterpénicc 1.2 3.2
d-cadinen® 1521 0.1 0.2 AL= Aldeido 0.1 0.1
nd6 1535 4.0 4.7 MO= monoterpeno oxigenado 1.7 2.4

HS= hidrocarboneto sesquiterpénico 11.5 7.8
SO= sesquiterpeno oxigenado 11.4 131
TOTAL IDENTIFICADO 25.9 26.7
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APENDICE 8. Matriz de confus&o para classificacéo dos fenétipos quimicos de AB, OB e
SSa estimados pela DAs populacdes AB e SSa spmvenientes da regido sul e OB é
proveniente da regido sudeste do Estado de Minas Gé&nasil.

de\a | AB OB SSa| Total |% correto
AB 11 0 0 11 100%
OB O 27 O 27 100%
Ssa 0 o 17 17 100%

Total 11 27 17 55 100%

APENDICE 9. Matriz de confusdo pamdassificacdo dos fenétipos quimicos de AB e SSa
estimados DA. Apopulacbes AB e SSa sao provenientes da regido sul do Estado de Minas
Gerais- Brasil.

de\a| AB SSa| Total | % correto
AB 11 0 11 100%
Ssa 0o 17 17 100%
Total | 11 17 28 100%

APENDICE 10. Espectros de fragmentacédo EB(MS/MS) do ion den/z343 encontrado
nos extratos etandlicos das partes aéreas das popula¢dehdephora pinastegSa (A),
AB (B) e OB (C).As populacbeé\B e SSa séo provenientes da regido sul e OB da regido

sudeste d Estado de Minas Gerai8rasil.

arnica JR corr ms 58 (6.590) Sm (Mn, 1x1.00); Cm (56:62) 5: Daughters of 343ES-
100~ - 283 9.68e4
POPULACAO SSa
Regidosul
268 301
281
341
147 097 239 k 340
0 ‘ ‘ ‘ ‘ e el : iy
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 340 360
arnica GA corr ms 58 (6.590) Cm (53:64) 5: Daughters of 343ES-
100+ B 268.1 283.3 1.24e5
POPULAGAO AB 283.0
Regigosul 343.4
343.0
B 267.7
268.3 5011 a1q 73414[343.6B)
152.0 179.8 267.1 344.2
124.8 146.829¢ : 254.6 299.3 338. 8
T T “\ ‘\} ‘/]\-559 T " + T T T I T I l\‘ ! T \]\ T ‘IH T y m/z
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 340 360
arnica GE corr ms 69 (6.861) Cm (63:75) 5: Daughters of 343ES
100 % 3132 92ed
POPULAGAO OB 242.7 327.7
Regido sudeste 328.2343.2
<] 343.5C)
347.7
104.0 2044 2165 2851 3130
f 1305 1511 1860 T 265.1 ‘ 355.0 365.3
0 sl ‘j “ " ‘u\w‘..‘.u‘J‘ sty x." , ‘A.Imh‘u | J‘ IR N l“ ‘] b | ‘ (\m/z
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APENDICE 11. Espectros de fragmentacéo EB(MS/MS) do ion den/z253 encontrado
nos extratos etandlicos das partes aéreas das popula¢dehdephora pinastegSa (A),
OB (B) e AB (C). Aspopulacte®AB e SSa sao provenientes da regido sul e OB da regido

sudeste do Estado de Minas Gerdsasil.

arnica JR corr ms 12 (6.793) Cm (5:21) 9: Daughters of 253ES-
163 3.73e4
100, A) 293 bopULACAO SSa
<l 295 251 254 Regiéo sul
° 117119 183 209 259
0 HH:\L‘?‘?‘WH\‘H:H“\‘%‘2\‘5‘“\‘%%9‘%?5”\HHWHM‘H:\L‘??W*‘\:I‘-Z‘BWK\"‘(“]ﬁ?‘%??\"HW“lwHw‘?‘2\‘4:\*\““\““\““\“Z‘f\l?ﬁ‘\ H\H‘J‘/\‘#wmwzwzﬁwwm/Z
100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 27 280
arnica GE corr ms 11 (6.767) Cm (3:22) 9: Daughters of 253ES-
191 253 7.59¢3
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) 12177136139 163 260 267 276278
100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280
arnica GA corr ms 5 (6.611) Cm (1:10) 9: Daughters of 253ES-
253 4.24e4
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APENDICE 12. Células hospedeiras U20S infectadas dororuzitratadas com (A) 400, (B) 100, (C) 12.5 e (D) @M do composto de
referéncia benznidazol.
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APENDICE 13. Células U20S infectadas cof cruzitratadas com (A) 100M de benznidazol e (B)00, (C) 12.5 e (D) 0.4 pg/mL do 6leo
essencial de AB, do sul do Estado de Minas Geiiasil.

OE-Pop AB 100 pg/mL
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APENDICE 14. Células U20S infectadas cof cruzitratadas com (A) 10@M de benznidazol e (B) 100, (C) 12.5 e (D) 0.4 ug/mL do 6leo
essencial de SSa, do sul do Estado de Minas GBaasil.

Benznidazol 100 pM Ay OE-Pop SSa 100 pg/mL
: "'r J"' - - ~ -

e =~ & Y ]

OE-Pop SSa 12.5 pg/mL
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APENDICE 15. Células U20S infectadas cofn cruzitratadas com (A) 10@M de benznidazol e (B) 100, (C) 12.5 e (D) 0.4 ug/mL do 6leo
essencial de OB, do sudste de Minas Gelrssil.

OE-Pop OB 100 pg/mL

OE-Pop OB 12.5 pug/mL OE-Pop OB 0.4 pyg/mL




