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RESUMO GERAL

Objetivou-se com a presente tese caracterizar a ecogeografia, a diversidade
genética quimica de Lippia rotundifolia Cham. (Verbenaceae) em populagGes
naturais do estado de Minas Gerais, Brasil. Para alcancar o objetivo, foi
caracterizada a ecogeografia em 13 locais de cinco mesorregiées em Minas
Gerais. Os locais de estudo foram Gigante e Rio do Peixe no municipio de
Botumirim, Rio Tigre no municipio de Gouveia, Joaquim Felicio no mesmo
municipio, Sdo Gongalo do Rio das Pedras no municipio de Serro, Comunidade
Abdboras no municipio de Montes Claros, Parque Estadual de Serra Nova, no
municipio de Rio Pardo de Minas, APA de Olhos D’4agua no municipio de Olhos
D agua, Parque Estadual Veredas do Peruacu no municipio de Cénego Marinho,
Parque Ecoldgico Quedas do Rio Bonito no municipio de Lavras, Reserva
Particular do Patriménio Natural Brumas do Espinhaco no municipio de
Lapinha, Santana do Riacho no mesmo municipio e Parque Estadual do Rio
Preto em S8o Gongalo do Rio Preto. Os ambientes foram localizados por meio
de caminhadas na cadeia do espinhaco e pela consulta ao banco de informacdes
do Herbario Virtual da Flora e dos Fungos. Os locais foram georreferenciados
para confeccdo das cartas teméticas e analise dos dados. Dentre as caracteristicas
ecogeograficas foram abordadas o grau de antropismo, queimada, aspectos
climaticos (altitude, precipitacdo, temperatura) e atributos fisico-quimicos do
solo. Para o estudo de diversidade, coletaram-se exemplares para identificacdo
boténica e propagacdo vegetativa. De posse do material cultivado em casa de
vegetacdo foram analisadas as caracteristicas genéticas e composicao quimica.
Para a diversidade genética, utilizaram-se marcadores do tipo ISSR e para a
analise quimica, a técnica de headspace estatico e cromatografia gasosa
acoplada ao espectrometro de massas. Dos resultados obtidos, a Lippia
rotundififolia mostrou ser generalista quanto aos fatores ecogeogréaficos e
edafocliméaticos e ocorrem em solos arenosos e hiperdistroéficos com baixa
variabilidade genética e grande numero de compostos quimicos. A maior
variabilidade molecular da espécie ocorre entre os individuos de cada ambiente,
sendo a populagcdo de Rio Tigre no municipio de Gouveia a mais distante
geneticamente. Foram detectados 67 compostos em 11 acessos. O acesso de S&o
Gongalo do Rio das Pedras, em Serro, detém a maior abundancia quimica em
area relativa. Os compostos volateis mirceno, B-linalol e cariofileno sdo os mais
comuns detectados pela espécie. Espera-se que esta pesquisa incentive outros
estudos com espécies nativas de potencial medicinal visando o uso racional dos
recursos genéticos e quimicos da flora nativa.

Palavras-chave: Conservagdo. Ecogeografia Diversidade genética. Compostos
volateis. Cha-de-pedestre. Plantas medicinais.



GENERAL ABSTRACT

It was aimed with this thesis to characterize the ecogeography, genetic and
chemical diversity of Lippia rotundifolia Cham. (Verbenaceae) in natural
populations of the State of Minas Gerais, Brazil. To achieve the goal,
ecogeographic features in 13 sites of five mesoregions in Minas Gerais were
made. The studied sites were Gigante and Rio do Peixe in the city of Botumirim,
Rio Tigre in the city of Gouveia, Joaquim Felicio in the same city, Sdo Gongalo
do Rio das Pedras in the city of Serro, Ab6boras Community in the city of
Montes Claros, Serra Nova State Park in Rio Pardo de Minas city, APA de
Olhos D'agua in the same city, State Park of Veredas do Peruacu in the city of
Cbnego Marinho, Quedas do Rio Bonito Ecological Park in the city of Lavras,
Private Reserve of the Natural Heritage Brumas do Espinhago in the city of
Lapinha, Santana do Riacho in the same city and State Park of Rio Preto in S&o
Goncalo do Rio Preto. The environments were located through hikes in Cadeia
do Espinhaco and through consultation of the Virtual Herbarium of Flora and
Fungi database information. The sites were georeferenced for production of the
thematic cards and the data analysis. Among the ecogeographic characteristics,
the degree of anthropism, burnings, climatic aspects (altitude, rainfall,
temperature) and physical-chemical soil properties were addressed. For the study
of diversity, samples for botanical identification and vegetative propagation
were collected. Possessing the cultivated material in a greenhouse the genetic
and chemical composition were analyzed. For the genetic diversity it was used
markers of ISSR type and for chemical analysis, the static headspace technique
and gas chromatography connected to the mass spectrometer. From the results,
the Lippia rotundifolia proved to be generalist with regarding to ecogeographic
and edaphoclimatic factors and occurs in sandy and hyper dystrophic soils with
low genetic variability and large number of chemical compounds. The higher
molecular variability of the species occurs between individuals of each
environment being that the population of Rio Tigre in the city of Gouveia is the
most genetically distant. Sixty-seven compounds were detected in eleven
environments. The access of Sdo Gongalo do Rio das Pedras, in Serro, holds the
largest chemical abundance in relative area. The volatiles compounds myrcene,
B-linalool and caryophyllene are the most common detected by the species. It is
hoped that this research encourages other studies with native species of
medicinal potential aiming the rational use of genetic and chemical resources of
the native flora.

Keywords: Conservation. Ecogeography. genetic diversity. Volatile
compounds. Pedestrian tea. Medicinal plants.
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PRIMEIRA PARTE
1 INTRODUCAO

E sabido que 95% da populacdo assistida pelo SUS utilizam as plantas
no atendimento primario a saude. No Brasil, 50% dos medicamentos
farmacéuticos derivam direta ou indiretamente de plantas extraidas da natureza
(MINISTERIO DA SAUDE, 2016). A maioria dos compostos extraidos ou
sintetizados das plantas estd concentrado na Floresta Amazonica e no Cerrado.
Sendo o Cerrado o segundo maior Bioma brasileiro (MACHADO et al., 2004;
SANO et al., 2008).

Os campos rupestres sdo uma das fitofisionomias do Cerrado. Neste
bioma, encontram-se grandes reservatorios aquiferos e alto grau de endemismo
com vegetacdo fragil e de baixa resiliéncia. Essas caracteristicas fazem do
Cerrado um dos hotspot para conservacdo da diversidade bioldgica
(ECHTERNACHT et al., 2011). Espécies da familia Verbenaceae,
especificamente do género Lippia, sdo um dos exemplos da vegetagdo tipica
deste ecossistema. Dentre essas espécies estd a Lippia rotundifolia Cham.
(Verbenaceae).

Conhecida pelos moradores no entorno da estrada real como cha-de-
frade, foi descoberta no século XIX pelos naturalistas visitantes do Brasil
(BRANDAO, 2010; BRANDAO et al., 2012). No ambiente natural, esta planta é
confundida com outras espécies do mesmo género pela semelhanga morfologia e
sincronismo reprodutivo. Alguns pesquisadores conseguiram distin¢do desta
espécie a partir de analise da composic¢éo quimica.

Esta planta é rica em limoneno, micenal e B-linalol. Estes compostos, em
sinergismo com 0s demais produzidos em quantidade trago, conferem a planta
potencial calmante, sedativo e antimicrobiano (LEITAO, 2008; SILVA, 2013;

SOUSA et al.,, 2015). Nas comunidades locais, é utilizada para banhos
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relaxantes e escalda-pés. A Unica forma de obtencdo da matéria-prima é por
extrativismo. Este tipo de exploracdo compromete a estrutura populacional de
muitas espécies aromaticas levando-as ao esgotamento de seus recursos.
Conhecer as caracteristicas boténicas, ecogeografica, quimica e
molecular desta planta, € muito importante para a sua conservacdo. Uma vez que
a identificacdo de locais detentores de possiveis quimiotipos, com maior
variabilidade genética, permite a exploracdo de forma sustentavel mantendo
€SSes recursos in situ, garantindo que o mesmo possa atender as necessidades

das futuras geracdes.
1.1 Objetivo geral

Caracterizar a ecogeografia, a diversidade genética e a composicdo
quimica de Lippia rotundifolia Cham. (Verbenaceae) em populagdes naturais do
estado de Minas Gerais, Brasil.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 As plantas medicinais

Todas as culturas, desde a antiguidade, utilizaram plantas como fonte de
medicamentos. De acordo com a Organiza¢do Mundial de Salde (OMS), cerca
de 85% da populacdo mundial depende da medicina tradicional para as
necessidades primarias de saude (MS, 2016).

A resolucdo n° 3.133 de 1978, da OMS, faz um apelo para a abordagem
ampla do tema plantas medicinais. A resolugdo n° 3.043, de 1987, da propria
OMS, recomenda com insisténcia aos paises em desenvolvimento usarem 0s
sistemas tradicionais de medicina. Atualmente, 95% da populacdo assistida pelo
SUS, utilizam as plantas no atendimento primario a satde (MS, 2016).

Tal é a importancia das plantas medicinais que a OMS estima um total
de 20.000 espécies de plantas superiores utilizadas em todas as partes do mundo
para fins medicinais. No Brasil, 50% dos medicamentos farmacéuticos derivam
direta ou indiretamente de plantas extraidas da natureza (MS, 2016). A maioria
dos compostos extraidos ou sintetizados das plantas esta concentrada na Floresta
Amazoénica e no Cerrado. Nos Gltimos anos, a perda da vegetacdo do Cerrado
tem sido intensificada devido ao extrativismo e as descobertas de novos
produtos vegetais de interesse financeiro (MACHADO et al., 2004).

2.2 Cerrado e a fitofisionomia dos Campos Rupestres

O Cerrado € o segundo maior bioma brasileiro em &rea de extensdo
territorial (SANO et al., 2008). Sua principal caracteristica é a formacéo vegetal
especifica devido as adaptacbes morfologicas e ecofisioldgicas desenvolvidas
pelas plantas para sua sobrevivéncia nas diferentes conformacdes vegetais.
Dentre as fitofisionomias que comp&em o Cerrado, estd 0 campo rupestre.

A Cadeia do Espinhaco esté localizada na regido Norte-sul dos estados

de Minas Gerais e Bahia com cerca de 1.100 km de comprimento e de 50 a 100
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km de largura e com altitudes superiores a 800 m, atingindo cerca de 2.000 m
em alguns pontos especificos (RAPINI et al., 2008). Abriga trés biomas:
Caatinga, Mata Atlantica e Cerrado. Os dois Ultimos biomas fazem parte dos
hotspot para conservacdo devido ao endemismo de muitas espécies bem como
muitas delas estdo ameacadas de extincdo (DURIGAN et al., 2011). Ocupa uma
area de 3.076.457,8 hectares, sendo que desta area 68% correspondem as
unidades de conservacdo (DOMINGUES; BERMANN, 2012; ECHTERNACHT
etal., 2011).

A Cadeia do Espinhago, comumente reconhecida como serra, em 1693,
foi o cenério da primeira descoberta da riqueza mineral brasileira, feita por um
Portugués, o qual nomeou a area de Minas Gerais. A partir do final do século
XVII até o século XIX, a Serra do Espinhago foi uma passagem obrigatoria,
cortada pela estrada real. Estad localizada no Vale do Jequitinhonha onde a
populagdo é composta por povoados e aldeias de baixa renda e baixo grau de
escolaridade (DOMINGUES; BERMANN, 2012; INSTITUO BRASILEIRO
DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA , 2012).

Uma das maiores taxas de endemismo da flora brasileira é encontrada na
Serra do Espinhaco, particularmente na Serra do Cipé (ECHTERNACHT et al.,
2011). Além do endemismo, concentra-se uma alta taxa de reservatorios
aquiferos, dividindo duas grandes bacias hidrograficas na regido: a Oeste, 0 rio
S&o Francisco e ao Leste, o rio Doce e Jequitinhonha.

Os campos rupestres sdo formados por um rico mosaico de comunidades
vegetais que dependem do formato do solo local, natureza do substrato e
microclima e até mesmo na interagdo com os microrganismos (CARVALHO et
al., 2012; FERNANDES et al., 2011). E um ecossistema altamente fragil, com
baixa resiliéncia em que a vegetacdo rupestre estd associada aos solos ricos em

metais, sendo este 0 motivo da denominacdo de Quadrilatero Ferrifero, em que
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muitos componentes vegetais dos campos rupestres sdo especialistas em
biocacumulagéo de metais (JACOBI; CARMO; CAMPQS, 2011).

2.3 Estudos ecogeograficos como subsiduo para conservacao de espécies

nativas

A ecogeografia € uma area que investiga a adaptacdo das espécies
vegetais quanto aos fatores geogréaficos, edaficos e climaticos. Dentre os fatores,
podem-se considerar o nivel de estresse pelo qual a vegetacdo esta exposta, 0
clima quanto a temperatura e precipitacdo, o solo e a topografia como
promotores de microclima. E sabido que os solos do Cerrado possuem
caracteristicas de deficiéncia nutricional e elevados teores de aluminio
(GOODLAND; FERRI, 1979). Embora o Cerrado possua esta caracteristica, as
diferentes fitofisionomias respondem as caracteristicas ecogeograficas distintas,
uma vez que o local e os fatores ecoldgicos determinam a dindmica das
populagbes naturais, onde cada ambiente possui sua propria ecologia. Muitas
espécies sdo melhores adaptadas em &reas de transicdo, enquanto outras sdo
exclusivistas de determinada fitofisionomia. Portanto, estudar a afinidade da
ecologia de cada gendtipo contribui para estabelecer uma relagdo quantitativa
entre habitats heterogéneos e diversidade genotipica das espécies nativas
(JARADAT, 2011).

Os fatores ecogeograficos sdo um dos primeiros passos da pesquisa que
contribuem para o entendimento da dinAmica populacional das espécies nativas.
Identificar os ambientes de espécies vegetais de interesse comercial € muito
importante para desenvolver estratégia para a conservacdo dos recursos
genéticos vegetais (LEBEDA; DOLEZALOVA; NOVOTNA, 2012), além de
delinear cultivos que promovam a obtencdo de matéria-prima para atender esta
demanda (PARRA-QUIJANO et al., 2012; SOUSA et al., 2008). Estudos

ecogeograficos mostraram que plantas economicamente importantes como o
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alecrim pimenta (Lippia sidoides, Verbenaceae), ocorre naturalmente em solos
pobres e acidos, com clima quente em regibes com diferentes niveis de
precipitacdo e altitude (MELO, 2012). O orégano mexicano (Lippia origandides,
Verbenaceae) é generalista, com ampla distribuicdo geografica variando desde
300 até 2.600 metros de altitude, sendo que a maior abundéncia esté localizada
nas maiores altitudes, preferencialmente em solos pobres (VEGA-VELA,
SANCHEZ, 2012). A erva baleeira (Varronia curassavica Boraginaceae) é
generalista quanto aos fatores ecogeogréaficos e edafoclimaticos (MENDES et
al., 2015). A fava d’anta (Dimorphandra mollis, Fabaceae), é tolerante a solos
com alto indice de acidez e alta saturagdo de aluminio (SOUSA et al., 2008),
enguanto que a ipeca Psychotria ipecacuanha, Rubiaceae, ocorre
preferencialmente em solos distréficos. Além da caracterizagdo do solo, o0s
estudos também identificaram populag¢Ges produtoras de compostos secundarios
de interesse farmacoldgico e também permitiram analisar os niveis de erosdo
genética de cada espécie (MARTINS et al., 2009).

Informagdes como estas, sdao importantes para definir estratégias de
conservacdo em solos do Cerrado. Uma vez que, a pedregosidade e topografia
dos ambientes rupestres dificultam a penetracdo de agua para o subsolo
(MARTINS et al., 2009; SOUSA et al., 2008). Essa deficiéncia na drenagem
torna as terras indspitas para atividades agricolas. Por isso a Gnica forma de
explorar esses ambientes é pelo extrativismo. Logo, esse ocorre de forma
descontrolada, comprometendo a estabilidade das espécies. Porém, estas
paisagens sdo predominantemente de ambientes ricos em nascentes e detém
grande rigueza bioldgica. Sendo assim, o melhor aproveitamento desses solos se
d4 com a manutencdo da vegetacdo nativa bem como com a protecdo das

nascentes neles encontradas (RAPINI et al., 2008).



17

2.4 Verbenaceae e sua importancia nos campos rupestres

Espécies da familia Verbenaceae ocorrem em todo ecossistema terrestre,
sendo uma das cinco familias mais importantes entre as Eudicotiledéneas
encontradas em campos rupestres (GIULIETTI et al., 1987). A familia apresenta
em média 36 géneros e 1.035 espécies incluindo herbéceas, sub-herbéceas e
arvores, com uma distribuicdo pantropical, mas principalmente neotropical
(LORENZI; MATQS, 2008). Os géneros mais representativos sdo: Verbena,
Lippia, Citharexylum, Stachytarpheta, Glandularia e Duranta (JUDD et al.,
2002). A familia Verbenaceae pertence a ordem Lamiales, encontrando-se no
clado Asterides e subclado Euasteride | (BREMER, 2003).

2.4.1 Lippia sp. Linn.

Lippia é o segundo maior género da familia. Esta inserido na tribo
Lantanae Brig., subtribo Lantaninae e pertence a classe Equisetopsida, subclasse
Magnoliidae e superordem Asteranae. Neste género, apresenta cerca de 200
espécies e dessas, 160 ocorrem principalmente no Sul da América Central,
Paraguai, México, Brasil, Argentina e Bolivia como também em algumas areas
de floresta tropical da Africa (TRONCOSO, 1974). Sendo que os principais
centros de diversidade do género estdo localizados no Brasil e no México
(SALIMENA-PIRES, 1998). A maioria das espécies do género esta concentrada
no Brasil, com 75% das 160 espécies descritas, onde estas podem ser facilmente
encontradas nos campos brasileiros com altitudes entre 956 a 1.273 m,
especificamente na Cadeia do Espinhagco em Minas Gerais e na Chapada
Diamantina na Bahia (PIMENTA et al., 2007; SAMPAIO, 2009; VICCINI et al.,
2006).

Dentre as espécies que ocorrem na Cadeia do Espinhago, estdo a Lippia
hermannioides Cham., Lippia salviifolia Cham., Lippia sidoides Cham., Lippia

lupulina Cham., Lippia florida Cham., Lippia lacunosa (Mart. & Schauer),
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Lippia lasiocalycina Schauer, Lippia diamantinensis Glaz., Lippia hederaefolia
Mart. & Schauer, Lippia rosella Mold., Lippia rhodocnemis Mart. & Schauer,
Lippia rotundifolia Cham., Lippia alba (Mill.), Lippia pohliana Schauer, Lippia
rubella Mold., Lippia martiana Cham., Lippia corymbosa Cham., Lippia filifolia
Cham. e Lippia pseudo-thea (St. Hil) Schauer. (PIMENTA et al., 2007,
SAMPAIO, 2009; SOUSA; TORRES; VICCINI, 2012). Com exce¢do das
quatro primeiras, que tém distribuicdo mais ampla, as demais sdo todas
endémicas da Cadeia do Espinhago (SAMPAIO, 2009).

2.4.2 Lippia rotundifolia Cham.

Lippia rotundifolia, pertence a se¢do Zapania Schauer, € um arbusto de
0,5 a 2 m de altura (SALIMENA; SILVA, 2009). De caule ereto que, na sua
parte terminal, subdivide-se em varios caules de flores agrupadas em grandes
cachos compostos. Com inflorescéncias axilares, globosas e subciclicas apds as
anteses, solitarias, geminadas ou terminais em racemos, com brécteas concavas
ou planas e flores plurisseriadas dispostas em densos capitulos na cor rosa-lilas
monoclinas e de tubo interiormente amarelo conforme apresentado na Figura 1
(SAMPAIO, 2009). O periodo de floracdo é de junho a dezembro, e suas
populagdes sdo pequenas e dispersas (MARTENS, 2008).

Figura 1 - Lippia rotundifolia Cham.

Esta espécie foi uma das plantas descobertas no século XIX pelos

naturalistas visitantes do Brasil para conhecer a flora nativa. Conhecida pelos
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moradores no entorno da estrada real como cha-de-frade, cha-de-pedestre,
cidrilha, camara, capitdo-do-mato e rosmaninho. O nome vernacular ché-de-
pedestre foi o primeiro a ser reconhecido e registrado por Auguste de Saint-
Hilaire e Carl Friedrich Philipp Von Martius durante sua expedi¢do, tornando
esse entdo 0 nome mais popular em sua area de ocorréncia natural. Esta espécie
foi descrita pelos nomes cientificos: Lantana ou Lippia pseudothea Schauer A.
St-Hil, sendo essa a primeira classificacdo da planta (BRANDAO, 2010;
BRANDAO et al., 2012).

Segundo Soares (2001), na nomenclatura das espécies consistente em
The International Plant Names Index levando em conta as denominagdes
populares do género empregada no Brasil, existem 564 espécies citadas e 83
sinonimias. Dentre esses ndo foi registrado nenhum sinénimo para o binémio
véalido da Lippia rotundifolia Cham. Mesmo assim, a espécie possui
delimitagbes taxondmicas. A principal confusdo botanica da espécie ocorre com
a Lippia lacunosa. Embora sejam dois taxons distintos, em muitos herbarios
estes tdxons sdo considerados como sindnimos boténicos. A distingdo entre eles
é muito dificil e s6 é realizado por meio de analises do limbo da folha,
morfologia da base e das bracteas (THE INTERNATIONAL PLANT NAMES
INDEX, 2015; ZARGARI, 1990).

Por mais que essas caracteristicas evidenciem a diferenga entre as
espécies, elas sdo confundidas em campo em fungdo da semelhanga nas
caracteristicas botanicas, sincronismo fenoldgico e plasticidade fenotipica, o que
aumenta a dificuldade em diferencié-las. Portanto, a Unica diferenga registrada
entre essas duas espécies ocorre na anatomia do grdo de pélen, pois estudos
taxondmicos realizados nessa estrutura indicaram que as duas espécies sdo
distintas entre si (SOUSA et al., 2013). Existem registros diferentes para a
mesma espécie em varios Herbarios no Brasil. Mesmo com todas as evidéncias

taxondmicas, ainda assim, Salimena e Mulgura (2015) em revisdo taxonémica
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do género, sustentam a possibilidade de a L. lacunosa ser um novo sinénimo
para a L. rotundifolia.

A dificuldade na distin¢do entre esses dois taxons, pode ser devido ao
excesso de hibridizacdo que ocorre entre as espécies da familia Verbenanceae,
bem como o grau de ploidia entre essas espécies (SANDERS, 2001). Esta
segunda opcao é corroborada por Viccini et al. (2005) que, ao estudarem 14
espécies do género Lippia, endémicas da Cadeia do Espinhaco, observaram que
trés espécies sdo originarias por autopoliploidia ou alopoliploidia. Para os
autores, a L. diamantinesis n=26 pode ter se originado do cruzamento
interespecifico entre espécies n=12 e n=14 seguido de duplicacdo do numero de
cromossomo e as espécies L. lacunosa e L. rotundifolia, ambas com n=28,
podem ter suas origens provenientes do cruzamento de dois individuos com
n=14, também seguida de duplica¢do de cromossomo variando de n=20 até n=56
(VICCINI et al., 2005). Entretanto, com todas essas evidéncias, existe a
possibilidade dos dois bindmios serem sinGnimos, mas para esta afirmacdo séo

necessarios estudos que validem esta hipotese.
2.4.3 Importancia medicinal

Apesar da dificuldade na identificacdo das espécies do género Lippia,
todas elas sdo aromaticas e fortemente consumidas pela eficacia curativa. A
peculiaridade medicinal e a especificidade dessas plantas, em areas restritas, tém
atraido a atengdo das industrias farmacéuticas nos ultimos anos (MYERS et al.,
2000). O principal motivo do interesse é o conteldo biologicamente ativo
existente na planta como produto do metabolismo secundario. Em que diversas
espécies do género apresentam propriedades medicinais ja& comprovadas. Dentre
os diversos empregos, destaca-se a agdo antibacteriana, anti-inflamatoria,
antisséptica e cicatrizante (L. sidoides), efeitos contra problemas respiratérios,
tosse, resfriado e bronquite (L. dulcis e L. alba) (COMPADRE et al., 1986),
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sedativo, antiespasmodico, estomaquico (L. alba), problemas no figado,
infecgBes cutaneas, disenteria e desordens menstruais, além de agir como
antipirético, acdo antimalarica (L. multiflora) e controle da hipertensdo
(NOAMESI, 1977).

Para a Lippia rotundifolia Leitdo (2008) registraram o limoneno (26%) e
0 micenal (22,3%) como compostos quimicos majoritarios da espécie sob
cultivo protegido. Posteriormente, Silva (2013) registrou o B-linalol (62,6%)
como 0 composto majoritario produzido em populacdo nativa. Segundo esses
autores, a planta possui grande potencial calmante e sedativo, o qual corrobora
a0 primeiro uso caseiro atribuido a espécie (LEITAO, 2008). Em estudos
preliminares, a espécie também apresentou atividade antimicrobiana com
resultados altamente satisfatorios (LEITAO, 2008; SOUSA et al., 2015). Essas
informacdes mostram o quanto a planta é promissora para a formulacdo de

produtos de qualidade competitiva com o mercado.
2.4.4 Compostos volateis

Os compostos volateis ocorrem naturalmente como misturas complexas
em varias plantas odoriferas. Estes compostos sdo produzidos pelas estruturas
secretoras especializadas como tricomas (pelos) glandulares, células
parenquimaticas diferenciadas em canais oleiferos ou em bolsas lisigenas ou
esquizolisigenas. Estas estruturas podem estar presentes em qualquer 6rgdo da
planta. Em algumas espécies, esses compostos se destacam em determinado
6rgdo pela quantidade e em outro pela composi¢do quimica. Sendo produzidas
de acordo a necessidade do vegetal em resposta as condigdes adversas no qual
esta exposto (FIGUEIREDO; PEDRO; BARROSO, 2014; OLIVEIRA, 2014;
TAIZ; ZEIGER, 2009).

Os mono e sesquiterpenos sdo as principais substancias que compdem as

misturas presentes nos compostos volateis. Estes compostos normalmente



22

apresentam sabor acre (&cido) e picante. Seus constituintes variam desde
hidrocarbonetos terpénicos, alcodis simples e terpénicos, aldeidos, cetonas,
fenois, ésteres, éteres, oxidos, peroxidos, furanos, &cidos organicos, lactonas,
cumarinas, até compostos com enxofre (SILVA, 2013). Na mistura, tais
compostos apresentam-se em diferentes concentracfes; um deles é o marcador
produzido em maior quantidade e os demais em menores teores e outros em
quantidades tracos (SIMOES et al., 2007).

Os compostos quimicos de origem terpénica séo favorecidos em fungéo
da atividade enziméatica da enzima terpeno-sintase sob altas temperaturas
(OLIVEIRA, 2014; PAVARINI; LOPES, 2016). A termorresisténcia enzimatica
da terpeno-sintase as quais utilizam diferentes prenil difosfatos como substratos
para sintetizar novas moléculas, podem ligeiramente alterar a cadeia carbonica
dos compostos terpénicos, e em poucas etapas, transformarem em produtos de
quimica fina (PINTO-ZEVALLOS et al., 2013). Sendo esta modificacdo de
grande interesse para a industria de perfumaria, pois terpenos sintéticos sdéo mais
baratos e facilmente disponiveis e uniformes (GUIMARAES; QUINTANS;
QUINTANS JUNIOR, 2013). Porém nem todas as moléculas possuem sua
forma sintética no mercado (KOLICHESKI, 2006). Portanto, muitas espécies
vegetais de uso medicinal conhecido sdo obtidas por extrativismo, cujo efeito
terapéutico é obtido por acdo sinérgica do composto com as demais formas
isoméricas e de outros compostos presentes na planta (PAVARINI; LOPES,
2016; WINSKA et al., 2014). Assim, essa forma de obtengdo da matéria-prima é
a gue mais compromete a estrutura populacional de muitas espécies aromaticas

levando-as ao esgotamento de seus recursos genéticos.
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2.4.5 Analise dos compostos volateis para estudo da variabilidade quimica

A caracterizacdo da variabilidade quimica existente em uma espécie
aromatica ¢ muito importante tanto para conservacdo dos quimiotipos quanto
para identificacdo dos ambientes promotores dos compostos de interesse
comercial. A partir de estudos dessa natureza, foi possivel observar que a Lippia
sidoides nativa € diferente quimicamente da composicdo comercial, em que
plantas in loco produzem em média 24 componentes e dentre esses, 0
monoterpeno carvacrol é o componente majoritario, enquanto que a amostra
comercial detém 27 componentes e dentre esses 0 majoritario foi o eucaliptol
(CAMELDO et al., 2014). A literatura também reporta que a Lippia rotundifolia
possui dois quimitipos, sendo um mirtenal e um linalol (LEITAO, 2008; SILVA,
2013).

A deteccdo desses compostos é feito por um método de separacao
analitica. A cromatografia gasosa € a principal técnica analitica utilizada para
separar e quantificar misturas complexas de produtos volateis termicamente
estaveis com ponto de ebulicdo de até 300 °C (COLLINS; BRAGA; BONATO,
2006). Por isso é amplamente utilizada em estudos de espécies vegetais e aceita
pela Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) pela eficiéncia na separagdo de
compostos para administracio de drogas e alimentos (COMISSAO
PERMANENTE DE REVISAO DA FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010;
SPARKMAN; PENTON; KITSON, 2011).

O principio bésico da analise cromatografica é a separacdo de amostras
em fase gasosa a partir de duas fases envolvidas no processo, a fase movel,
composta por um gas nobre e a fase estacionaria, composta por solventes
apolares. A separacdo do composto volatil é obtida pelas interagdes
intermoleculares do analito com a fase estacionéria por meio de ligacdo de

hidrogénio. Apos a separacdo do composto, este € enviado ao detector para
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identificacdo (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006; SPARKMAN; PENTON;
KITSON, 2011).

Existem vérios tipos de detectores utilizados no universo analitico.
Dentre estes estdo o de condutividade térmica (TCD), ionizagdo em chama
(FID), nitrogénio-fosforo (NPD), chama fotométrica (FPD), captura de elétrons
(ECD) e espectrémetro de massas (MS). Sendo o MS o mais eficiente e preciso
para detectar compostos volateis de amostras complexas. Para seguranca na
deteccdo, o cromatografo a gas, acoplado a este tipo de detector, requer um
banco de dados que contenham valores de tempos de retencdo e padrbes de
fragmentacdo de ions (SPARKMAN; PENTON; KITSON, 2011; VUNDA,
2011). Uma vez que a detec¢do ocorre pelo envio do composto a uma fonte de
ions para ser bombardeado por elétrons de alta energia, gerando ions positivos,
0s quais resultam no espectro de massas tipico do composto (FRANCO;
JANZANTTI, 2004). E neste momento que a biblioteca é exigida, pois para
certificar que o espectro gerado pertence ao composto, é necessario que este seja
comparado ao padrdo de espectros de ions do banco de dados espectrais
armazenados na memoria do computador (FRANCO; JANZANTTI, 2004;
MOLYNEUX; SCHIEBERLE, 2007; SPARKMAN; PENTON; KITSON,
2011).

2.4.6 Headspace como método de obtencdo da amostra para anélise

cromatogréfica

A obtencdo dos constituintes para estudos da variabilidade quimica das
espécies aromaticas a partir da separagdo cromatogréfica é por hidrodestilacéo e
arraste de vapor de &gua dos volateis ou por extracdo por solventes. As duas
primeiras técnicas sdo utilizadas para a extragdo de Oleos essenciais

(COUNCIL OF EUROPE EUROPEAN PHARMACOPOEIA | 2010).

Estas duas técnicas sdo comumente utilizadas e aceitas para obtencdo de dleo
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essencial como matéria-prima. Porém esses métodos demandam muito tempo,
pois exigem preparo da amostra com aplicagdo de um tratamento antes de serem
analisadas, sendo assim, em caso de analisar muitas amostras, a analise torna-se
morosa, além de exigir uma grande quantidade de material vegetal. Outro fator
importante € a perda dos volateis durante a destilacdo e a coleta do 6leo. Por
mais que o sistema de arrefecimento seja fechado, € inevitavel a perda da fracdo
mais volatil (SPARKMAN; PENTON; KITSON, 2011). Portanto, devido a
morosidade e possibilidade de contaminagdo da amostra, a técnica de headspace
ganha espago para a otimizacdo do meétodo analitico (CARON et al., 2013;
MESHKATALSADAT; PAPZA; ABDOLLAHI, 2010).

De acordo a Farmacopeia brasileira, a técnica de headspace é uma
andlise cromatografica com extracdo de amostra a partir de um espaco confinado
(COMISSAO PERMANENTE DE REVISAO DA FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010). O termo headspace foi derivado da indUstria de cerveja,
na qual a analise dos volateis confinados no gargalo da cerveja (head) foi
desenvolvida (THOLL, 2006). Artigos cientificos utilizando esta técnica foram
revisados por Bicchi et al. (2008). Esses autores reportam a dedicacgdo a técnica
a partir de 1996. Sendo uma técnica relativamente nova em se tratando de
inovacdo tecnoldgica. A popularidade desta técnica tem maior abrangéncia para
andlise de alcoois em sangue e residuos de solventes. Outra aplicagdo comum
inclui analise de mondmeros industriais em polimeros e plasticos, compostos
aromaticos em produtos alimenticios, fragrancias de cosméticos e perfumes e
ensaios farmacolégicos (SPARKMAN; PENTON; KITSON, 2011). Em
espécies vegetais, esta técnica € muito Util para captura de substancias volateis
do ar circulante do vegetal, por fornecer uma impressdo mais realistica do perfil
odorifico (DURANT et al., 2013).

O método de extracdo por headspace é composto de um cromatdgrafo a

gas que se adapta a um dispositivo para a introdugdo da amostra. Tal dispositivo
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é um frasco provido de um obturador e um sistema de valvulas que permite a
entrada de um gas de arraste (COMISSAO PERMANENTE DE REVISAO DA
FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Existem trés formas de obtencdo da
amostra neste sistema fechado para isolar os analitos em fase gasosa ou em fase
de vapor em equilibrio com uma matriz complexa, sem o uso de um solvente. A
primeira forma é o headspace estatico seguido do dindmico e por microextracao
em fase soélida, sendo os dois primeiros os métodos mais tradicionais
(SPARKMAN; PENTON; KITSON, 2011).

No modo estatico, uma quantidade fixa do ar que circula ao redor da
amostra (planta) é capturado e diretamente enviado a analise cromatogréafica.
Esta analise € realizada em um espago confinado onde a fracdo mais volatil
ocupa 0 espago vazio de forma a aumentar a pressdo até atingir o estado de
equilibrio entre as fases solidas e gasosas, facilitando a coleta da amostra.
Dentro dos parametros estabelecidos para controle automatico de pressdo e
temperatura para a analise, um volume pequeno entre 0,1 a 2 mL desta fase é
coletado com uma seringa termostatizada a determinada temperatura para a
amostra a ser examinada e injetada diretamente na coluna cromatografica, como
se fosse uma injecdo de amostra liquida, arrastando os componentes volateis
(COMISSAO PERMANENTE DE REVISAO DA FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010; SPARKMAN; PENTON; KITSON, 2011).

No modo dindmico, a amostra é capturada por um fluxo de ar constante
gue passa pelo ar circundante da amostra, levando os analitos até um tubo
recheado com uma substancia adsorvente, que em seguida é eluido e o eluato
enviado a andlise cromatografica (SPARKMAN; PENTON; KITSON, 2011;
STASHENKO; MARTINEZ, 2008).

A escolha da técnica depende do objetivo da analise bem como da
disponibilidade de material a ser analisado. A técnica de extracéo via headspace

estatico injeta baixos niveis de concentracdes dos analitos na coluna. Se o
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analito de interesse se encontrar em pequena concentracdo no headspace devido
ao equilibrio entre a fase da matriz e a fase gasosa, pode reduzir ainda mais a
concentracdo deste composto (SILVA, 2013). Porém, devido a alta sensibilidade
e precisdo da técnica, ainda com a perda de amostra, o resultado é satisfatério.
Além da sensibilidade e precisdo, esta técnica também possibilita a amostragem
de substancias de baixo peso molecular sem a presenca do pico do solvente
(SPARKMAN; PENTON; KITSON, 2011).

Nesta técnica, também se dispensa o preparo da amostra e uso de
solventes orgénicos, garantindo a anélise da fragcdo mais volatil, com baixo custo
e maior seguranca operacional (CARON et al., 2013; DURANT et al., 2013).
Uma vez que o material é prontamente transferido para o sistema
cromatografico, evita a danificacdo do sistema por acimulo de compostos ndo
volateis, aumentando a vida Gtil do equipamento (CARON, 2013; MOREAU;
SIQUEIRA, 2008; SILVA, 2013). Outro ganho com esta técnica na aplicacdo de
espécies vegetais é a facilidade da coleta de amostras nativas em ambiente
natural, pois esta ¢ a forma de obtencdo de amostra com o menor impacto
extrativista, contribuindo com a preservacdo dos recursos genéticos vegetais
principalmente das plantas endémicas em seu ecossistema natural (DURANT et
al., 2013; PISTELLI et al., 2013).

2.5 Diversidade genética

O Cerrado ficou conhecido pelo uso inadequado e insustentavel da flora
nativa e, se tratando de &reas endémicas a situacdo € ainda mais critica
(MACHADO et al., 2004). Por esse motivo, assim como a analise quimica, a
genética de populagdes tornou-se ferramenta importante para possibilitar a
descrigdo da variabilidade genética em populag¢fes nativas. A fragmentacdo dos
ambientes representa problema para a conservacgao da diversidade genética, pois

estes fragmentos podem contribuir para a redugdo da variabilidade genética
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(HAMRICK; GODT; SHERMAN-BRYLES, 1992). Em espécie de populagdo
pequena, este fator € o mais preocupante, porque pode resultar em isolamento
por distdncia. O que torna a populacdo mais suscetivel a deriva genética,
caminhando para um provavel aumento da endogamia, seja por autofecundacao
ou por cruzamento entre individuos aparentados (KAGEYAMA; GANDARA,
1998; NEI, 1987).

Estudos de diversidade genética sdo obtidos a partir do conhecimento
das caracteristicas do vegetal a nivel botanico, quimico e molecular. Sendo o
perfil quimico considerado a identidade do vegetal que contribui para desfazer
possiveis confusdes botanicas. O perfil molecular contribui para o conhecimento
genético no que se refere ao equilibrio populacional, permitindo identificar a
partir do nivel da estrutura genética se a espécie corre risco de extin¢do (NEI,
1987; HARTL; CLARK, 2010).

A estrutura genética refere-se a distribuicdo heterogénea dos alelos ou
genotipos no tempo e no espaco dos individuos dentro e entre a populagao.
Vaérios sdo os fatores que influenciam a variacdo genética de uma populacdo
nativa, dentre eles estdo os padrdes de dispersdo de pélen e sementes, densidade
de individuos adultos, selecdo ambiental, regeneracdo e sistema de reproducgédo
(GE et al., 2005; HAMRICK; LOVELESS, 1986). Todos esses fatores refletem
a acdo conjunta da mutacdo, migracdo e deriva genética, que por sua vez operam
dentro do contexto bioldgico e histérico de cada populagdo. Porém, para
entender a ecologia evolutiva de uma determinada espécie, é preciso conhecer o
nivel de distribuicdo dos alelos em sua populacdo natural (LOVELESS;
HAMRICK, 1984).

Estudar os niveis de variagdo genética e composicdo quimica das
espécies nativas € importante para embasar estudos de manejo e conservagao,
bem como criar programas de melhoramento genético de espécies com interesse
econdémico (MORSHEDLOO; MOGHADAM; YAZDAMI, 2015).
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Estudos dessa natureza tém-se concentrado em germoplasma de plantas
domesticadas ou naquelas cujos quimiotipos ja foram identificados e possuem
espaco consolidado no mercado. Das verbenaceaes nativas do Brasil, apenas a
Lippia alba [(Mill.) N. E. Brown] possui uma cole¢do de germoplasma com
grande variabilidade genética que € utilizado em programa de melhoramento
genético (MANICA-CATTANI et al., 2009; ROCHA et al., 2015; SANTOS et
al., 2012). Porém, esforcos tém sido concentrados para o conhecimento das
diferentes espécies nativas de Lippia que possuam valor econdmico. A
populacdo de Lippia origanoides Kunth, por exemplo, apresenta ampla
distribuicdo e alta diversidade genética, com médias de heterozigosidade entre
0,32 a 0,37 (VEGA-VELA; DELGADO-AVILA; SANCHEZ, 2013). A
diversidade desta espécie pode estar associada a diferenca no gradiente de
altitude da qual a espécie ocorre (VEGA-VELA; SANCHEZ, 2012). Para a
espécie Lippia graveolens H. B. K., a diversidade varia de acordo com o
quimiotipo. A populacdo produtora do quimiotipo timol apresenta maior
diversidade genética, entre 0,25 a 0,31. As popula¢des cujos quimiotipos
possuem exclusividade sesquiterpénica apresentam baixa diversidade, com
0,058, respectivamente (MARTINEZ-NATAREN et al., 2014). Apesar de a
espécie Lippia rotundifolia Cham. ser uma planta aromatica promissora
financeiramente, pouco se sabe sobre seus aspectos quimicos e genéticos
(MARTINEZ-NATAREN et al., 2014).

Embora os estudos tenham contribuido com informagdes da estrutura
genética de algumas espécies, para 0 género Lippia, é preciso mais pesquisas
para melhor entendimento de suas distribuigdes genéticas em escala temporal e
espacial. Somente a partir desses estudos serd possivel nortear meios que
diversifiguem o banco natural de sementes das espécies de populacdo pequena.
Assim, aumentando o tamanho efetivo da populacdo, além de garantir a

preservacdo dos recursos genéticos in situ da vegetacdo nativa do Cerrado que
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esteja com a estrutura genética comprometida (GUSSON; SEBBENN;
KAGEYAMA, 2005; HAMRICK; GODT, 1996; WEIR, 1990).

2.6 Analise molecular aplicada em estudo da diversidade dos recursos

genéticos vegetais

Entende-se como marcador molecular qualquer caracteristica fenotipica
oriunda da expressdo de um gene ou segmento de DNA. Existem varias formas
de estudar a diversidade genética dentro de populacdes naturais. Dentre elas
destacam-se as caracteristicas morfologicas, bioquimicas e moleculares
(BOREM; CAIXETA, 2009; FERREIRA; GRATAPAGLIA, 1995).

Os descritores morfolégicos foram os primeiros a contribuirem com o
avanco do melhoramento genético. Porém esses sofrem influéncia do ambiente,
ndo sendo aplicaveis aos estudos de genética em populacdes (BOREM;
CAIXETA, 2009; FERREIRA; GRATAPAGLIA, 1995). Os descritores
bioquimicos mais conhecidos como enzimaticos sdo baseados nas mutacdes do
codigo genético, as quais alteram a carga elétrica de algumas proteinas com
funcdo enzimatica cujo polimorfismo é detectado por métodos histoquimicos a
partir de um padrdo enzimatico (BOREM; CAIXETA, 2009). Devido & sua
natureza  codominante,  detectam-se  diferencas  entre  individuos
morfologicamente idénticos. Por isso ainda sdo muito utilizados em analise de
diversidade genética, mesmo estando sujeitos a selecdo adaptativa (ZUCCHI,
2002).

A deteccdo em nivel de DNA surgiu na década de 70 (GRODZICKER et
al., 1974). O primeiro marcador molecular na deteccéo de polimorfismo foi por
meio do comprimento de fragmentos de DNA gerados por uma enzima de
restrigdo denominada de RFLP (Restriction Fragmento Length Polymorphism).
Marcador molecular baseado em amplificacdo do DNA surgiu na década de 80.

Dentre esses marcadores, 0s AFLPs, RAPDs e os microssatélites, sdo exemplos
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das muitas técnicas baseadas em PCR, utilizadas para estudos de diversidade
genética (MULLIS; FALONA, 1987).

O marcador ISSR (Inter Simple Sequence Reaction) (ZIETKIEWICZ;
RAFALSKI; LABUDA, 1994) foi desenvolvido a partir da tecnologia do AFLP
e do microssatélite SSR com poucas sequéncias repetidas em tandem (COSTA
et al. 2015; ROCHA et al., 2015). Este marcador envolve a amplificacdo de
regido de DNA localizado entre dois locos microssatélites usando primers com
um unico motivo de ligacdo na posigéo inicial 3 ou final 5" por um nucleotideo
limitado (ZIETKIEWICZ; RAFALSKI; LABUDA, 1994). Este marcador é
apresentado tanto em genoma nuclear quanto em organelas, e fornece um
sistema de genotipagem com caracteristica de estabilidade, confiabilidade,
rapidez e dominéncia, alcangando alta variabilidade genética e reprodutibilidade
dos dados (MORAGA-SUAZO et al., 2012). Sendo essas caracteristicas muito
eficientes na identificacdo de polimorfismos em estudos de diversidade genética
em espécies nativas (GOTTLIEB; BORIN, 1996; GOTTLIEB; BORIN, 2000;
KUMAR; JENA; NAIR, 2010; KUMAR et al., 2014).

2.7 Estatistica molecular aplicada em estudos de diversidade genética

Varios sdo os parametros utilizados para avaliar a estrutura genética de
uma populagdo natural. Dentre os parametros de estrutura genética estdo a
heterozigosidade, a frequéncia alélica, o indice de diferenciacdo e o niumero de
alelos migrantes. Os dois primeiros valores podem ser calculados a partir da
matriz de distdncia genética de Nei e, a capacidade de adaptacdo quanto as
alteracbes ambientais, pode ser calculada tanto por meio da distancia genética
total de Nei (Gsy) com base nas medidas de heterozigosidade dentro e entre
subpopulagdes (NEI, 1973), quanto pela estatistica F de Wright a partir da
analise de variancia molecular ou AMOVA (Fs1) (EXCOFFIER; SMOUSE;
QUATTRO, 1992; PINTO, 2001).
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A partir destes parametros, propde-se captar o efeito que a deriva
genética e a estrutura populacional exerce na distribuicdo ndo aleatdria dos
gendtipos nas populacdes a partir de componentes de varidncia das frequéncias
alélicas nos diversos niveis de hierarquia populacional. Destes dois parametros
de estrutura genética, a AMOVA é utilizada com mais frequéncia. E comumente
aplicada para matriz das distancias quadradas dos pares de haplotipos oriundos
de marcadores moleculares de natureza dominante (NYBOM, 2004; NYBOM,;
BARTISH, 2000).

A significancia dos componentes de variancia é testada através do uso
de permutagdes (Bootstrap). Esta é uma técnica computacional de reamostragem
na qual é usada apenas uma fracdo dos dados originais, tomando-se como
amostras repetidas sem reposi¢do. Tem como objetivo melhorar a estimativa de
qualquer parametro. O intervalo de confianca pode ser construido em associagdo
com a melhor estimativa. Apresenta grande flexibilidade de uso, pois ndo se
baseia em qualquer suposicdo quanto a distribuicdo dos dados. Esta técnica é
recomendada para estimar medidas e indices de diversidade genética de espécies
nativas, cuja distribuicdo amostral é desconhecida (MARTINEZ-ESPINOSA,;
SANDANIELO; LOUZADA-NETO, 2006).

Toda a estatistica multivariada aplicada na analise da estrutura genética
¢ apresentada por meio de correlacdo de similaridade genética, métodos de
agrupamento e andlise da coordenada principal. O conjunto destas andlises
também pode ser correlacionado com informagdes das distancias geogréaficas das
subpopulagfes. Para aumentar a robustez e confiangca dos resultados, os
coeficientes obtidos também podem ser comparados com outros métodos de
estatistica multivariada aplicados a analise de diversidade genética (BONIN;
EHRICH; MANEL, 2007; HARTL; CLARK, 2010).
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3 CONCLUSAO

Estudos da composi¢do quimica e estrutura genética das espécies nativas
com potencial producdo de bioativos sdo importantes na identificacdo de
ambientes naturais promissores para a producdo de compostos quimicos e
gendtipos superiores para serem conservados in situ. A Lippia rotundifolia
Cham. (Verbenaceae) é uma das muitas espécies que ocorre em areas restritas e
produz bioativos que podem ser transformados em produtos de interesse

comercial e merece ser conservada.
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RESUMO

Lippia rotundifolia € uma espécie nativa do Cerrado e endémica da Cadeia do
Espinhaco. Devido as poucas informacfes acerca da espécie, objetivou-se
caracterizar as condicGes ecogeograficas e edafoclimaticas bem como os
atributos fisico-quimicos do solo da Lippia rotundifolia no estado de Minas
Gerais, Brasil. Realizou-se o levantamento ecogeografico em 13 locais (Parque
Estadual Veredas do Peruagu, Gigante, Rio do Peixe, APA de Olhos d’Agua,
Joaquim Felicio, Parque Estadual do Rio Preto, Sdo Gongalo do Rio das Pedras,
Rio Tigre, RPPN Brumas do Espinhaco, Lapinha, Pogo Bonito, Abdboras e
Parque Estadual de Serra Nova). Os resultados identificaram os ambientes
pertencentes aos biomas Cerrado e Caatinga especificamente nos campos
rupestres e de altitude. A espécie ocorre entre as altitudes de 691 a 1.311 metros,
precipitacdo entre 700 a 1.600 milimetros e temperatura média variando entre
14,5 a 24 graus. Nestas fitofisionomias os solos apresentam textura arenosa, Sao
hiperdistroficos, altamente toxicos com baixa capacidade de troca de cations. A
espécie € generalista quanto as caracteristicas estudadas e ocorre em solos
arenosos e hiperdistroficos.

Palavras-chave Recursos genéticos. Caracterizagdo. Ecogeografia. Lippia
rotundifolia.
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ABSTRACT

Lippia rotundifolia is a species native to the Cerrado, endemic to the Cadeia do
Espinhaco. Due to limited information about the specie, we aim to characterize
the ecogeography and climate conditions and the physical and chemical of soil
of Lippia rotundifolia in the state of Minas Gerais, Brazil. Was conducted the
ecogeographical characterization of 13 sites (Parque Estadual Veredas do
Peruagu, Gigante, Rio do Peixe, AEP of Olhos D’agua, Joaquim Felicio, Parque
Estadual do Rio Preto, Sdo Gongalo do Rio das Pedras, Rio Tigre, RPPN
Brumas do Espinhaco, Lapinha, Poco Bonito, Abdboras and Parque Estadual de
Serra Nova). The results identified environments belonging to campos rupestres
and campos de altitude of the Cerrado and Caatinga biomes. The species occurs
between the altitudes 691-1311 m, precipitation between 700 to 1600 mm and
average temperature between 14,5 to 24°C. These vegetation types the soils
showed a sandy characteristic, are hyper dystrophic, highly toxic with low
cations exchange capacity. The specie is characterized as general as to studied
characteristics and occurs in sandy soils and hyper dystrophic.

Keywords Genetic Resources. Characterization. Ecogeography. Lippia
rotundifolia.
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1 INTRODUCAO

Os campos rupestres fazem parte das fitofisionomias do Cerrado
brasileiro. Estes ambientes sdo caracterizados por altitudes superiores a 800 m,
xeromorfismo e presenca de afloramentos rochosos (RAPINI, et al., 2008;
DURIGAN et al., 2011). Em Minas Gerais, essas formacdes campestres estdo
localizadas na Cadeia do spinhaco (ZAPPI, 2015), em cuja composi¢do
floristica, h4 predominio por espécies da familia Verbenaceae. O género Lippia
Linn. é o segundo maior desta familia, em que se concentra a maioria das
espécies endémicas nessas altitudes (CARVALHO et al., 2012; FERNANDES
et al., 2011; GASTAUER; MESSIAS; MEIRA NETO, 2012; JACOBI,
CARMO; CAMPOS, 2011; SOUSA; TORRES; VICCINI, 2012). Dentre as
espécies endémicas dos campos rupestres estd a Lippia rotundifolia Cham.
(PIMENTA et al., 2007; SAMPAIO et al., 2009; SOUSA et al., 2013).
Conhecida como cha-de-pedestre, é um arbusto, com hastes eretas, folhas
alternas, coriaceas e inflorescéncias de coloracdo rosa-lilas, cuja fitofisionomia é
fragil e de baixa resiliéncia (SALIMENA,; SILVA, 2009).

A espécie é altamente aromatica e produtora de 6leo essencial. Os
principais componentes do 6leo sdo B-mirceno, farnesol, limoneno e o mircenal
(LEITAO, 2008). Pesquisas de ensaio farmacoldgico apontaram que a espécie
apresenta atividade bacteriana contra Mycobacterium tuberculosis e antitumoral.
Estudos como esses caracterizam subsidio para desenvolver programas de
melhoramento genético. Uma vez que espécies nativas produtoras de oOleo
produzem compostos quimicos de alta atividade bioldgica, o que confere a elas
grande potencial econémico (GOMIDE et al., 2013).

Para desenvolver qualquer agdo conservacionista da flora medicinal
nativa, € necessario realizar estudos de caracterizagdo dos diferentes locais de
ocorréncia, de forma a compreender a dindmica populacional de cada espécie
quanto aos fatores ecogeograficos (PARRA-QUIJANO et al., 2012). A partir de
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estudos ecogeograficos, foi possivel observar que espécies como a erva baleeira
(Varronia curassavica Jacg. Boraginaceae) sdo generalistas quanto aos fatores
ecogeograficos e edafoclimaticos (MENDES et al., 2015), por exemplo, a fava
d’anta (Dimorphandra mollis Benth-Fabaceae) é tolerante a solos com alto
indice de acidez e alta saturacdo de aluminio (SOUZA et al., 2008) e a Lippia
sidoides Cham. ocorre naturalmente em solos pobres e acidos (MELO, 2012). A
caracterizacdo do solo nas areas de ocorréncia dessas espécies do Cerrado
permitiu analisar os niveis de erosdo genética de cada uma, sendo esta
informacdo, o primeiro passo para desenvolver estratégias de conservagdo dos
recursos genéticos vegetais.

Dessa forma, objetivou-se caracterizar as condi¢Oes ecogeogréficas e
edafocliméticas quanto ao grau de antropismo, queimada, aspectos climéaticos
(altitude, precipitacdo, temperatura) e atributos fisico-quimicos do solo da
Lippia rotundifolia em Minas Gerais, Brasil.
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2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no periodo de agosto de 2014 a maio de 2015,
nas mesorregides Norte, Central, Vale Jequitinhonha, Metropolitana e Campo
das Vertentes do estado de Minas Gerais. Foram selecionados 13 locais de
ocorréncia natural da Lippia rotundifolia. Os ambientes foram localizados por
meio de caminhadas na cadeia do espinhaco. A orientacdo geografica para
acesso correto aos locais foi pela referéncia das espécies Melastomataceaes
Microlicia fasciculata Mart. Ex Naudin (PAMG58103), Lavoisiera imbricata
(Thunb.) DC. (PAMG58104), Cambessedesia espora (A. St. —Hil. Ex Bonpl.)
DC. (PAMG58105) e Microlicia serpyllifolia D. Don (PAMG58106), pela
espécie Asteraceae Pseudobrickellia brasiliensis (Spreng.) R.M.King & H. Rob.
(PAMG58102) e pela consulta ao banco de informagdes do INCT - Herbério
Virtual da Flora e dos Fungos. Os locais de ocorréncia foram identificados por
receptores GPS (Global Position System) Oregon 550 Garmin®, 0s quais
tiveram suas coordenadas geograficas (latitude, longitude e altitude)
determinadas. A partir dessas coordenadas, efetuou-se a confeccdo da carta
teméatica com os pontos de ocorréncia da espécie nas cinco mesorregides
(FIGURA 1e TABELA1).
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Figura 1 - Localizagdo de 13 locais de ocorréncia natural de Lippia rotundifolia
Cham.
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Tabela 1 - Localizacéo de 13 locais de ocorréncia natural de Lippia rotundifolia Cham.

Cadigo Local Coordenadas Registro exsicata Mesorregido
Latitude Longitude
PVP  PE Veredas do Peruacu -14°55724’S -44°3821"°W PAMG 58090
GIG  Gigante -16°35724”’S -42°55"30"°'W PAMG 58097
RPE  Riodo Peixe -16°52°36°S -43°28'56""W PAMG 58094 Norte
ODA  APP Olhos D’4gua -17°26°10”°S -43°37°12 "W PAMG 58096
ABO  Comunidade Abdboras -16°56°87°S -43°55"76""'W PAMG 58095
SNO  PE Serra Nova -15°36,92°S -42°44.034°'W PAMG 58096
JFE Joaquim Felicio -17°44°24°S -44°11741 "W PAMG 58093 Central
PRP PE do Rio Preto -18°06°09”'S -43°20°18"'W PAMG 58091 Vale Jequitinhonha
SGS S&o Gongalo do Rio das Pedras -18°25'51"'S -43°28°56""W PAMG58100
RTI Rio Tigre -18°33'59”'S -43°49°40"°'W PAMG 58092
RBE  RPPN Brumas do Espinhago -19°03°04°S -43°42°34”"W PAMG 58098 Metropolitana
SRI Santana do Riacho -19°16°47”°S -43°37°12"°W PAMG 58099
PBO  PEc Quedas do Rio Bonito -21°20°07’S -44°58°55”"W ESAL 28086 Campo das Vertentes

PE: Parque Estadual; APP: Area de Preservacdo Ambiental; RPPN: Reserva Particular do Patriménio Natural; PEc: Parque Ecoldgico
Fonte: Dados do autor (2016)

qS
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Os dados para a confeccdo da carta foram extraidos dos arquivos
vetoriais disponibilizados pelo IBGE (2015), os quais foram importados para o
SIRGAS 2000 (Sistema de Referéncia Geocéntrico para as Américas) cujo
codigo EPSG foi o 31983 com projecdo Datum em UTM zone 23s. Para
classificacdo dos ambientes de ocorréncia da espécie, identificou o bioma, o tipo
de vegetacdo, a precipitacdo média anual e temperatura média anual, utilizando
cartas tematicas disponibilizadas pelo IBGE (2015).

Para as andlises das propriedades quimicas do solo, foram realizadas
amostragens em cada local de ocorréncia, na camada 0-20 cm de profundidade,
com o auxilio de um trado holandés, sendo realizadas cinco tradagens por local
para formar cada amostra composta. As analises quimicas foram realizadas no
Laboratério de Solos do Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
de Minas Gerais, Montes Claros, Minas Gerais. As determinagdes analiticas
foram obtidas segundo as marchas de extragdo e determinacdo proposta pela
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA, 1997) e estdo de
acordo com os métodos analiticos recomendados pela Comissdo de Fertilidade
do Solo do Estado De Minas Gerais (CFSEMG, 1999). Os solos foram
classificados conforme o Sistema Brasileiro de Classificagdo de Solos
(SANTOS et al., 2013).

Os dados das andlises quimica e granulométrica dos locais de ocorréncia
da espécie foram submetidos a andlise de componentes principais (ACP).
Primeiramente as varidveis foram submetidas a anélise de correlacdo de Pearson
(r) (p=0,5), a fim de verificar se as mesmas possuiam correlacdes minimas o
suficiente que justificassem seu uso na matriz de dados. A retencdo dos eixos da
ACP a serem interpretados foi pela reducdo do conjunto de dados em
combinagdes lineares, gerando escores em torno de 80% da variacao total. O que
permitiu identificar as propriedades quimicas mais relevantes na discriminagéo

dos diferentes locais de ocorréncia. A partir da matriz de correlagdo gerada, foi
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possivel separar grupos com base em suas medidas. Esta analise foi realizada no
programa estatistico Ntsys-pc 2.1 (ROHLF, 2000).



58



59

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 13 ambientes localizados dentro das cinco mesorregifes do estado de
Minas Gerais estdo distribuidos em dois biomas, 92% localizados no Cerrado e
8% na Caatinga (FIGURA 1). Dentre essa distribui¢do, 36,36% estdo em area de
ecétone e 63,64% ocorrem em campo rupestre. As altitudes variaram entre 691 e
1.311 metros (m). A precipitacdo média anual variou desde regides secas (700
mm) até regifes muito Umidas (1.600 mm) e a temperatura média anual, variou
entre 14,5 até 24 °C (TABELA 2).



Tabela 2 - Caracterizacdo dos 13 locais de ocorréncia de Lippia rotundifolia em Minas Gerais, Brasil.

Cadigo Municipio Altitude (m) Precipitacdo (mm) Temperatura (C°) Classe de Solo
PVP Cbnego Marinho 729 700 22-24 LVAd
GIG Botumirim 726 1200 - 1500 21-24 AR
RPE Botumirim 722 1000 - 1200 21-24 AR
ODA Olhos D’agua 691 1000 - 1200 21-24 AR
ABO Comunidade Abdboras 700 1000 - 1200 22-24 RLd
SNO PE Serra Nova 790 700 21-24 AR
JFE Joaquim Felicio 1010 1200 - 1500 21-24 RLd
PRP Séo Gongcalo do Rio Preto 901 1200 - 1500 18-19 AR
SGS Serro 1020 1200 - >1500 145-21 AR
RTI Gouveia 1020 1200 - >1500 19-21 RLd
RBE Santana do Riacho 1311 1600 19-21 RLd
SRI Lapinha 756 1600 19-21 RLd
PBO Lavras 1092 1200 - 1500 19-21 AR

PE: Parque Estadual; APP: Area de Preservacdo Ambiental; RPPN: Reserva Particular do Patriménio Natural; PEc: Parque
Ecologico. TM: Temperatura média anual. LVAd: Latossolo Vermelho amarelo distréfico; AR: Afloramento Rochoso; RLd:
Neossolo Litolico distréfico. Fonte base: Santos et al. (2013)

09
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Observou-se que a espécie ocorre preferencialmente em ambientes de
altitude, préximos a cursos de &gua, sendo essa uma caracteristica especifica da
planta para ambiente rupestre (MARTENS, 2008). Ainda que esta seja uma
caracteristica da espécie, esta ocorre também em ambientes de altitude com
precipitacdo variada, onde o menor indice pluviométrico ocorreu em PVP e SNO
com 729 e 790 metros e, a menor altitude, foi em ODA, com 691 metros, cujo
indice pluviométrico foi semelhante aos demais locais da mesorregido Norte,
variando entre 1.000 a 1.500 mm. Enguanto que o maior indice ocorreu em
locais com 600 metros de diferenca entre si, com altitudes entre 756 em SRI e
1.311 metros em RBE (TABELA 2).

O gradiente térmico, a altitude e a temperatura ndo foram determinantes
para a ocorréncia da espécie dentro das fitofisionomias estudadas. Na
mesorregido Vale Jequitinhonha, em PRP, a altitude mediana foi de 901 metros
e a temperatura, inferior a 19 °C. Na Serra do Cip6, em SRI e RBE, as
temperaturas foram as mesmas, entre 19 e 21 °C, porém, as altitudes foram
diferentes, com 756 e 1.311 metros. A explicacdo para essa variacdo estd na
topografia montanhosa, uma vez que esses dois Ultimos ecotipos estdo
geograficamente proximos e pertencem a mesma mesorregido (FIGURA 1;
TABELA 1). Para a mesorregido Norte ndo houve diferenca em relacdo a
altitude. Em relacdo a precipitacdo, a menor registrada em PVP e SNO,
correspondeu as maiores temperaturas, entre 21 e 24 °C. Tal diferenca é devido a
area de transicdo entre Cerrado e Caatinga, cujas caracteristicas edafocliméticas
sdo de semiéridas.

Observou-se também que o estadio fenoldgico da espécie varia entre 0s
locais de ocorréncia, em que PRP, RTI, JFE, ODA e GIG apresentaram
individuos jovens, enquanto PBO, RBE, SRI, SGS, RPE e PVP apresentaram
individuos adultos. Este fato esta relacionado as condi¢fes ambientais em que a

espécie se encontra, pois a planta oscila seu ciclo fenologico em fungdo da
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disponibilidade dos recursos necessarios para seu estabelecimento
(COLLEVATTI et al., 2010).

Das condicBGes ambientais desfavoraveis, estdo as queimadas e 0 uso da
vegetacdo nativa para pastagem. Esse Ultimo evento foi observado no local SR,
onde a espécie foi localizada em area de vegetacdo secundaria com presenca de
gado. Embora o ambiente seja propicio para a ocorréncia da espécie, por estar
localizada em leito de rio, o pisoteio de animais na area, impede o
estabelecimento de individuos neste local (ALVES et al., 2009). Os locais GIG,
JFE e PVP apresentaram ocorréncia de fogo. Em GIG, todos os individuos
estavam em processo fisioldgico de rebrota. Nos locais de ecotone, JFE e PVP,
observou-se que no primeiro, os individuos estdo em processo sucessional com
todos os individuos jovens, enquanto que no segundo, o fogo apresentou niveis
mais criticos. A explicacdo para a ocorréncia da espécie neste tipo de ambiente é
pelo fato da planta possuir sistema radicular bem desenvolvido, em que os
xilopddios emitem brotagBes apds eventos como as queimadas Sendo estas
caracteristicas comuns em espécies pioneiras colonizadoras de ambientes
antropizados (ALVES; SILVA, 2011).

Entretanto, o clima, o grau de antropismo e o fogo sdo caracteristicas
frequentes na natureza, onde o estabelecimento da espécie em um espago
temporal, é distinto em cada local, cujo reestabelecimento depende das
condi¢bes ambientais. Dentro dessa logica, a espécie em estudo é considerada
como modelo para metapopulacdo. Nesta dindmica, cada &rea possui a mesma
possibilidade de extin¢do e recolonizacdo (ALVES; SILVA, 2011; LEVINS,
1969).

Quanto aos solos, esses foram agrupados em trés classes, sendo que 8%
dos locais (PVP) ocorrem em latossolo vermelho amarelo acrico tipico, 54%
(GIG, RPE, ODA, PRP, SGS, SNO e PBO) ocorrem em afloramento rochoso e
38% (JFE, RTI, RBE, ABO e SRI) em neossolo litolico (TABELA 2). Dentre 0s
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campos rupestres de altitude, afloramento rochoso e as escarpas, 92,30% dos
locais ocorrem em ambientes rupestres com solos rasos e pedregosos (FIGURA
2a e TABELA 2), o que afirma a especificidade da planta para esses ambientes
(RIBEIRO; FREITAS, 2010).
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Figura 2 - Mapa de classificagdo de solo e b: projecdo em espago bidimensional
dos dois componentes principais obtidos a partir da matriz de
similaridade das variaveis dos atributos quimicos e fisicos do solo de
13 locais de ocorréncia da Lippia rotundifolia no estado de Minas
Gerais, Brasil.
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Os atributos fisico-quimicos do solo, pela analise dos componentes
principais (ACP) e analise discriminante, sumarizaram as variaveis fisico-
quimicas nos dois primeiros componentes principais (CP). Esses foram retidos
para interpretacdo, com autovalores acumulados de 88,79% da variancia de
todas as variaveis. O primeiro componente explicou 64,03% da variabilidade
para todas as amostras. Os atributos avaliados com maior carga fatorial no
primeiro componente foram pH em &gua, acidez trocavel (Al), soma de base
(SB), capacidade efetiva de troca de cations (t), saturagcdo por aluminio (m) e
areia, com escores variando entre 0,933 a 0,984. O segundo componente
explicou 24,76% da variabilidade. Os atributos que contribuiram para a
explicacdo deste componente foi o fésforo remanescente (Prem) e a matéria
organica (MO), com escores negativos entre -0,694 e -0,645 (TABELA 3).



Tabela 3- Atributos quimicos e fisicos do solo com os autovalores dos componentes principais dos 13 locais de coleta
de Lippia rotundifolia em Minas Gerais, Brasil.

Indices de Solo

Componentes da variancia CP1 CP2
Variabilidade (%) 64,03 4,76
Variabilidade acumulada (%) 64,03 8,79
Variaveis Média+DP Carga fatorial
pH em H,O 4,47+0,82 0,984 0,003
Fésforo (Remanescente mg.L ™) 32,65+1,08 0,555 -0,726
Potéssio (k em mg.dm?) 20+11,48 0,890 0,190
Célcio 0,23+0,04 -0,807 -0,051
Magnésio 0,1083+0,02 -0,876 -0,087
Acidez trocavel (Al cmolc dm™®) 1,30+0,4 0,933 0,093
Acidez potencial (H+Al em cmolc dm™) 7,93x3,4 -0,891 -0,017
Soma de base (SB em cmolc dm'3) 0,39+0,26 -0,982 -0,026
CTC efetiva (t cmolc dm®) 1,69+0,45 0,972 -0,067
Saturacéo por aluminio (m em %) 75,42+2,56 0,975 -0,004
CTC em pH 7,0 (T em cmolc dm®) 6,28+2,26 -0,861 -0,152
Saturacéo por base (V em %) 7,08+3,6 -0,868 -0,054
Matéria Organica (MO em dag Kg™) 3,63+1,33 0,449 -0,645
Carbono Organico (C em dag Kg™) 2,11+0,77 -0,654 0,084
Avreia Grossa (dag Kg™) 28,11+19,21 0,981 0,529
Avreia Fina (dag Kg'l) 54,56+20,64 0,646 0,12
Silte (dag Kg'%) 10+8,05 0,19 0,24
Avrgila (dag Kg?) 7,33+3,65 -0,34 -0,38

*DP= Desvio Padrdo; CP= Componente principal.
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O primeiro componente principal (CP1) mostrou clara separagdo dos
atributos quimicos e fisicos dos solos, em que os 13 locais de ocorréncia,
apresentaram solos hiperdistréfico e aluminico, cuja saturacdo por bases (V) foi
inferior a 35% e por aluminio (m), variou de 60% em PBO a 85% em ODA
(FIGURA 2b). O baixo valor de V infere a grande adsorcdo de AlI** e H* bem
como as baixas quantidades de cations basicos adsorvidos nos coloides do solo.
Tal saturacdo remete a acidez potencial (H+Al) gue apresentou alta correlacdo
negativa (TABELA 3; FIGURA 2b). Esta varidvel contribuiu para o
agrupamento dos locais de coleta de acordo a similaridade entre os ambientes.

Os locais de coleta foram distribuidos em dois grupos. O plano inferior
do eixo apresentou solos com acidez potencial de 9,0 e 9,83 cmolc dm® e pH em
agua muito baixo. O plano superior agrupou solos com acidez potencial entre
2,37 a 5,9 cmolc dm™ e pH baixo (FIGURA 2). A menor distancia intragrupo foi
observada para os solos de PRP, SGS e SNO por apresentarem carater muito
alcalino de 8,75, 9,0 e 12,98 cmolc dm™, com textura arenosa, bem drenado e
maior teor de matéria organica. A proximidade entre RTI, RBE, SRI e PBO ¢
por coexistirem em ambientes de campo rupestre e de altitude e apresentarem as
mesmas condi¢Bes climaticas. Os ambientes de ODA e RPE apresentaram
reacdo neutra e alcalinidade moderada (6,81 e 7,79 cmolc dm™).

Os ambientes de solos alcalinos (RPE, SGS), plano inferior do eixo,
detém os maiores individuos, com altura superior a 2 metros e caules bem
desenvolvidos. Nos ambientes de solos acidos (GIG, JFE, PVP, SRI, RTI, PBO
e RBE), representando 54% dos locais, ocorrem os menores individuos, cuja
altura ndo ultrapassa 1,5 metros. Esta observacdo confirma que o fogo e o
distrofismo atuam como um dos fatores de selegdo das espécies do Cerrado
(PINHEIRO; MONTEIRO, 2010).

A forte correlagdo positiva do potéassio (K) com a areia no CP1 foi

confirmada no primeiro quadrante da andlise espacial (FIGURA 2b), que



68

apresentou forte relagdo com a areia grossa, mostrando ter maior mobilidade em
relacdo aos outros dois elementos, célcio (Ca) e magnésio (Mg) no terceiro
quadrante do CP1 (TABELA 3, FIGURA 2b). Para o segundo componente
principal (CP2), a explicacdo da forte relacdo negativa entre as duas variaveis
(MO e Prem), estd na intensa adsorcdo de fésforo (P) em funcdo dos baixos
teores de matéria organica, em 58% dos locais amostrados (TABELA 3;
FIGURA 2b) (PEREIRA et al., 2010). Em que este resultado corrobora que
espécies deste género sdo bem adaptadas em ambientes pobres em nutrientes e
com acidez elevada (MELO, 2012).

Contudo, a analise dos dados pela técnica de componentes principais,
confirmou as caracteristicas fisico-quimicas comuns a todos os ambientes
quanto ao hiperdistrofismo, toxidez e a baixa capacidade efetiva de troca de
cation. O conhecimento das condicfes edofoclimaticas e ecogeogréaficas, bem
como o grau de antropismo dos locais de ocorréncia da Lippia rotundifolia,
enfatiza esta espécie como um ec6tipo bem adaptado, uma vez que a mesma nao
¢ considerada como ameacada de extingdo, além da ampla ocorréncia
corresponder a uma caracteristica do género (SALIMENA et al., 2013;
SALIMENA; FRANCA,; SILVA, 2009).
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4 CONCLUSAO

A espécie possui ampla distribuicdo e densidade variada. N&o apresenta
restricdo ecogeografica, porém, cada local de ocorréncia possui caracteristicas
especificas dentro de uma dindmica de metapopulacdo. A espécie possui

preferéncia por ambientes préximos a cursos d"agua e altitudes mais elevadas.
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RESUMO

Lippia rotundifolia Cham. é uma espécie aromatica, arbustiva de 0,5 a 2 m de
altura, nativa e endémica dos campos rupestres, cujas populacdes sdo isoladas
por pequenas serras com poucos individuos. Devido ao isolamento geografico e
a restricdo ambiental, pouco se sabe sobre sua diversidade genética. Com isso,
objetivou-se com esta pesquisa estudar a variabilidade genética de chéa-de-
pedestre (Lippia rotundifolia Cham.) de ocorréncia natural em dez populacGes
do estado de Minas Gerais a partir de marcadores moleculares do tipo ISSR.
Inicialmente, realizou-se coleta de material para propagacdo vegetativa de
populagdes naturais de Lippia rotundifolia. Os locais de coleta foram: Parque
Estadual de Serra Nova; Parque Estadual Veredas do Peruacu; Comunidade
Abdboras; Comunidade Gigante; Margens do Rio do Peixe; APP de Olhos
d"agua; Propriedade Particular em Joaquim Felicio; Parque Estadual do Rio
Preto; Sdo Goncalo do Rio das Pedras e Corrego do Rio Tigre. Ap06s
estabelecimento do banco ativo de germoplasma, realizou-se a extracdo e a
amplificacdo dos fragmentos de DNA com iniciadores ISSR de 193 individuos.
De posse dos resultados, uma matriz de distancia genética foi construida. A
partir dessa matriz, analisaram-se os indices de diversidade genética quanto a
frequéncia alélica (Na e Ne), diversidade de Shannon (H"), polimorfismo (PLP),
heterozigosidade (He) e fluxo génico (Nm). A estrutura genética apresentou
maior variabilidade dentro das populagfes (93%). Os indices de diversidade
genética foram baixos (He= 0,132; H'= 0, 214; Na=1,111; Ne=1,183, PLP=
56,67%). A maior diversidade genética ocorreu nas populacGes com temperatura
média de 20 °C, sendo esta a melhor condicdo climatica para a ocorréncia da
espécie. Dentre todas as populacdes, a de Rio Tigre apresentou maior distancia
genética. A maior similaridade foi apresentada entre os individuos das
populagdes Parque Estadual do Rio Preto, Parque Estadual de Serra Nova,
Parque Estadual Veredas do Peruacu e APA de Olhos D’agua. Conclui-se que a
Lippia rotundifolia possui baixa diversidade genética. O isolamento geogréafico
contribui para a maior diversidade genética e a temperatura é um fator crucial
para a adaptacdo genotipica da espécie.

Palavras-chave: Cha-de-pedestre. Diversidade genética. Conservagéao.
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ABSTRACT

Lippia rotundifolia is a aromatic species, shrubby of 0.5 to 2 m of height, native
and endemic from Campos rupestres, which populations are isolated by small
mountains with few individuals. Because to geographic isolation and the
environmental restrictions, little is known about their genetic diversity. Thus, it
was aimed with the research to study the genetic variability of cha-de-pedestre
(Lippia rotundifolia Cham.) with natural occurrence in ten places of the State of
Minas Gerais, from molecular markers of ISSR type. Firstly, performed
collection of material for vegetative propagation of natural populations of Lippia
rotundifolia. The places of collection were: Parque Estadual de Serra Nova;
Parque Estadual Veredas do Peruagu; Aboboras community; Gigante
community; edge of Rio do Peixe; environmental preservation area of Olhos
d“agua; private property in Joaquim Felicio; Parque Estadual do Rio Preto; Séo
Goncalo do Rio das Pedras and brook of Rio Tigre. After the establishment of
the active germoplasm bank, performed the extraction and amplification of DNA
fragments with primers ISSR of 193 individuals. With the results, an array of
genetic distance was built. From this matrix, we analyzed the genetic diversity
index as the allelic frequency (Na and Ne), Shannos’s index (H"), polymorphism
(PLP), heterozygosity (He) and gene flow (Nm). The result showed higher
genetic variability within the population (93%). The genetic diversity index were
low (He= 0.132; H'=0.214; Na= 1.111; Ne=1.183; PLP= 56.67%). The greatest
genetic diversity in populations occurred with an average temperature of 20°C,
this being the best climate condition for its occurrence. Among all populations,
the Rio Tigre showed higher genetic distance. The highest similarity were
presented between individuals of the population Parque Estadual do Rio Preto,
Parque Estadual de Serra Nova, Parque Estadual Veredas do Peruacu and
environmental preservation area of Olhos D"agua. We conclude that the Lippia
rotundifolia has low genetic diversity. Geographic isolation contributes to
greater genetic diversity and the temperature is a crucial factor for the genotypic
adaptation of the species.

Keywords: Pedestrian tea. Genetic diversity. Medicinal plant. Conservation.
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1 INTRODUCAO

O Cerrado concentra uma das maiores taxas de endemismo da flora
brasileira. Com aproximadamente 30% da vegetacao local intacta, é considerado
um dos hotspot para conservacdo (GASTAUER; MESSIAS; MEIRA NETO,
2012). Em Minas Gerais, estes ambientes estdo localizados em campo rupestre,
uma das fitofisionomias do Cerrado brasileiro. Os campos rupestres sao
caracterizados por altitudes superiores a 800 m, xeromorfismo e presenca de
afloramentos rochosos (DURIGAN et al., 2011; RAPINI, et al., 2008).

Na composicdo floristica nesta fitofisionomia h& predominio por
espécies da familia Verbenaceae. O género Lippia Linn. é o segundo maior desta
familia, na qual se concentra a maioria das espécies endémicas nessas altitudes
(CARVALHO et al., 2012; FERNANDES et al., 2011; JACOBI; CARMO;
CAMPOS, 2011; SOUSA; TORRES; VICCINI, 2012). Dentre as espécies
endémicas dos campos rupestres esta a Lippia rotundifolia Cham. (PIMENTA et
al., 2007; SAMPAIO, 2009; SOUSA et al., 2013). Conhecida popularmente
como cha-de-pedestre, é um arbusto de 0,5 a 2 m de altura (SALIMENA;
SILVA, 2009), de populagdes restritas e com poucos individuos (MARTENS,
2008; VICINI et al., 2004). Suas flores sdo agrupadas em grandes cachos
variando entre rosa-lilas a magenta ou falso rosa (SALIMENTA; SILVA, 2009;
SAMPAIO, 2009). No ambiente natural, esta espécie é confundida com outras
do mesmo género devido a grande semelhanca morfologica e sincronismo
reprodutivo, dificultando sua identificacdo (PRACA-FONTES; VICCINI, 2006).

Estudos de diversidade genética em espécies nativas do Cerrado tém
concentrado os esfor¢os em espécies arboreas frutiferas e madeireiras ameagadas
de extingdo (COSTA et al., 2015; FERNANDES, 2008; MELO JUNIOR et al.,
2012; SILVA et al., 2016; TELLES et al., 2010; TELLES et al., 2013; ZUCCHI,
2002). Em espécies arométicas de interesse medicinal, os estudos da estrutura

genética tém concentrado em germoplasmas de espécies domesticadas ou
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naquelas cujos quimiotipos j& foram identificados e possuem espaco consolidado
no mercado (TRINDADE, 2010). Dentre as espécies estudadas, estdo a erva-
cidreira (Lippia alba), o alecrim pimenta (Lippia sidoides) e o0 orégano mexicano
(Lippia origanoides Hunth e Lippia graveolens) (BAI; WEN; ZHANG, 2013;
BHAWNA et al., 2014; COSTA et al., 2015; MANICA-CATTANI et al., 2009;
MARTINEZ-NATAREN et al., 2014; ROCHA et al., 2015; VEGA-VELA,;
SANCHEZ, 2012).

Entretanto, identificar populagcdes com maior diversidade genética é uma
das medidas mitigadoras para conservagdo. A partir desse conhecimento é
possivel elaborar técnicas de manejo junto a comunidade local, como por
exemplo, estabelecer plantios de enriquecimento e bancos de germoplasma,
contribuindo para a conservacdo dos recursos genéticos in situ e ex situ dessas
populagdes nativas (COLLEVATTI et al., 2010).

Lippia rotundifolia ja possui estudos em ensaios biotecnol6gicos ao
nivel de micropropagacdo (RESENDE et al., 2015). Embora essa iniciativa
contribua para o conhecimento e conservacdo da espécie, ainda é necessario
estudo da diversidade genética. Dentro deste contexto, objetivou-se com esta
pesquisa estudar a variabilidade genética de cha-de-pedestre (Lippia rotundifolia
Cham.) de ocorréncia natural em dez locais do estado de Minas Gerais, a partir

de marcadores moleculares do tipo ISSR.
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2 MATERIAL E METODOS

Os ambientes de ocorréncia natural da Lippia rotundifolia estdo
distribuidos ao longo da Cadeia do Espinhago. Para a pesquisa, selecionou-se
193 matrizes provenientes de 10 acessos situados em oito municipios de Minas
Gerais. Estes ambientes estdo alocados em campo rupestre com afloramento
rochoso (60%), neossolo litdlico (30%) e campo sujo com latossolo vermelho
amarelo (10%) em area de ecOtone entre Cerrado e Caatinga. Todas as
populagdes foram georreferenciados com receptor GPS (Global Position System)
Oregon 550 Garmin®. Esses acessos foram identificados no periodo de agosto
de 2014 a dezembro de 2015, cujas matrizes foram propagadas via estacas e
cultivadas em casa de vegetacdo. A caracterizagdo e as coordenadas geograficas

de cada populagdo estdo disponiveis na Tabela 1.



Tabela 1 - Caracterizacdo de dez ambientes de ocorréncia natural da Lippia rotundifolia em Minas Gerais, Brasil.

Coordenadas Condigdes Climaticas

Codigo  Municipio N _ _ _ Deposito

Latitude Latitude Alt. Umid. Temp. (C°) Herbario

(m) (mm)

SNO - Rio Pardo de Minas 15 -15°36°S -42°44°W 790 700 20+1 PAMG 58096
PVP - Coénego Marinho 15 -14°55’S -44°38°'W 729 700 23£1 PAMG 58090
ABO - Montes Claros 17 -16°56’S -43°55°W 700 1100 22,51 PAMG 58101
GIG - Botumirim 20 -16°35’S -42°55"'W 726 1350 22,52 PAMG 58097
RPE - Botumirim 24 -16°52°S -43°28°'W 722 1100 22,5+2 PAMG 58094
ODA - Olhos D’agua 18 -17°26°S -43°37°'W 691 1100 22,5+2 PAMG 58095
JFE - Joaquim Felicio 24 -17°44’S -44°11°'W 1010 1350 22,5+3 PAMG 58093
PRP - S&o Gongalo do Rio Preto 17 -18°06°S -43°20'W 901 1350 <19 PAMG 58091
SGS - Serro 25 -18°25°S -43°28'W 1020 1350 18+2 PAMG 58100
RTI - Gouveia 18 -18°33°S -43°49'W 1020 1350 20£2 PAMG 58092

SNO: Parque Estadual de Serra Nova; PVP: Parque Estadual Veredas do Peruacu; ABO: Comunidade Abdboras; GIG: Comunidade
Gigante; RPE: Margens do Rio do Peixe; ODA: APP de Olhos d"agua; JFE: Propriedade Particular em Joaquim Felicio; PRP: Parque
Estadual do Rio Preto; SGS: Sdo Gongalo do Rio das Pedras; RTI: Corrego do Rio Tigre; N: Ndmero de individuos coletados em
cada local; PE: Parque Estadual; APP: Area de Preservacdo Ambiental; Alt.: Altitude em metros; Umid.: Precipitacdo média anual

em milimetros; Temp.: Temperatura média anual em graus

Z8
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2.1 Extracéo de DNA

A extracdo de DNA total seguiu a metodologia adaptada de Doyle e
Doyle (1987), Ferreira e Gratapaglia (1995) e Nelson (1993). A triagem do
material e o procedimento metodolégico foram realizados no Laboratorio de
Biotecnologia do Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de
Minas Gerias - Campos Montes Claros, MG (ICA/UFMG).

O material para extracdo do DNA constituiu-se de folhas apicais
acondicionadas em gelo e posterior estocagem em freezer com temperatura de -
80 °C até o momento da extracdo de DNA. Para a extracdo, utilizou-se
aproximadamente 100 mg de tecido foliar fresco de cada individuo macerado em
nitrogénio liquido até pulverizagdo completa da amostra. Apos a maceragéo, o
material foi transferido para microtubos de 2,0 mL previamente identificados
contendo: 1% p/v Proteinase K (50ug/mL), 1 mL do tampéo de extracdo (100
mM Tris-Hcl em pH 8,0; 1,4 M NaCl; 20 mM EDTA,; 2% (p/v) CTAB, 1% (p/v)
PVP 40.000) ao qual foi adicionado 1% p/v B-mercaptoetanol, previamente
aquecido a 65 °C. O material foi homogeneizado e mantido em banho-maria
nesta temperatura por 30 minutos com agitacdes periddicas. Ap0s a retirada dos
tubos do banho-maria, acrescentou-se uma mistura de 700 pL de cloroférmio-
alcool isoamilico (24:1) em cada tubo e homogeneizaram-se por inversdes.

As amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 14.000 rpm em
microcentrifuga Eppendorf®, recuperando 700 puL do sobrenadante, 0s quais
foram transferidos para novos tubos de 1,5 mL. Acrescentou-se 600 pL de
isopropanol gelado, invertendo-se cuidadosamente os tubos, 0s quais foram
mantidos por 20 minutos a -20 °C. O DNA precipitado foi novamente
centrifugado por sete minutos a 14.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e,
em seguida, adicionou-se 1 mL de etanol 70% como solucdo de lavagem por

cinco minutos. O material foi novamente centrifugado e todo o liquido
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descartado. O procedimento foi repetido com 1 mL de etanol a 95%, apos
lavagem, os pellets foram secos a temperatura ambiente overnight. Para a
ressuspenssdo do DNA, acrescentou-se aos tubos com os respectivos pellets 100
uL de solucdo TE com RNAse (1% p/v Tris-HCI 1 M 8,0 com 0,2% p/v de
EDTA 0,5 M pH 8,0 e 1 % p/v RNAse a 10ug/mL), os quais permaneceram a

temperatura de aproximadamente 37 °C por 1 hora.
2.2 Quantificacdo do DNA

A quantificacdo do DNA foi realizada em géis de agarose 0,7% (p/v)
corados com 0,2% p/v de Gel Red Invitrogen®. Aliguotas de cada amostra de
DNA foram aplicadas nos pocos do gel ao lado de uma série de concentracdes
conhecidas de DNA do fago lambda Invitrogen ® (A). O gel com as amostras foi
submetido & corrida de eletroforese com voltagem de 90 v por 30 minutos. A
concentracdo de DNA de cada amostra foi estimada por comparagédo visual da
intensidade de fluorescéncia das bandas do DNA do fago A, visualizadas em
transluminador com radiacdo UV e pela estimativa da razdo A260/A280 nm
obtida pela leitura em espectrofotdmetro. Posteriormente o DNA foi
padronizado em 50ng.uL™ para as reacdes de ISSR. Uma curva preliminar de
calibracdo do MgCI, foi realizada, sendo a concentracdo 2 mM utilizada na

reacdo de amplificag&o.
2.3 Determinacdo da temperatura de anelamento e reacéo

Para a deteccdo de polimorfismo, testaram-se 43 Iniciadores Inter
Simple Sequence Reaction (University of British Columbia, Canada) - UBC
ISSR em triplicatas de plantas matrizes (ADHIKARI et al., 2015).

As reacOes de amplificacdo foram feitas num volume de 25 pL contendo
10 mM Tris-HCI pH 8,3; 50 mM de KCI; 2,0 mM MgCl,; 0,2 mM de cada
dNTP; 0,25 pM de iniciador ISSR, 50 ng de DNA molde, 1 unidade de Taq

polimerase (Invitrogen) e H,O estéril g.s.p..
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As reacOes foram submetidas a 35 ciclos de amplificacdo apos
desnaturacdo inicial a 95 °C por 5 minutos. Cada ciclo consistiu de 30 segundos
a 94 °C, 45 segundos entre 47 e 56 °C (teste de gradiente de temperatura) e 2
minutos a 72 °C. Ao final de 35 ciclos, foi realizada uma extensao final de 7
minutos a 72 °C. A reacdo de PCR para todos os primers ISSR foram realizados
em termociclador Eppendorf Master Cycler® gradient (AG Flexlid, 22331
Hamburg). Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese
(5v.cm™) em géis de agarose 2% (p/v), utilizando o tamp&o de corrida TBE 1X.
O DNA do fago lambda Invitrogen ® (1) de 100 bp foi usado como marcador de
peso molecular. Os géis foram corados com 2% p/v de Gel Red Invitrogem®
visualizados sob luz UV e fotografados em camera digital modelo EDA-

KODAK acoplada em fotodocumentador Photo Doc It 65 Imaging System.
2.4 Analise de dados

A partir da leitura dos géis, gerou-se uma matriz binaria em que 0s
individuos foram genotipados quanto a presenca (1) e auséncia (0) de bandas.
De posse dessa matriz, foi obtida a andlise da variabilidade com base na
estrutura, fluxo génico e distancias genéticas por técnicas de agrupamento,
analise discriminante e correlacdo da distancia genética com a geografica.

Para a variabilidade genética, utilizaram-se os parametros para dados
diploides dominantes (NEI, 1973, 1978). Tendo em vista a natureza dominante
do marcador ISSR, para estimar a frequéncia alélica, consideraram-se os locos

como se estivessem em Equilibrio de Hardy-Weinberg. Estas estimativas foram
o percentual de polimorfismo (P) pela formula: P = %, em que nbp é o nimero
de bandas polimorficas e nbt é o nimero de bandas totais. A heterozigosidade
esperada (He) He=1 — Y. Pi? em que P; é a frequéncia estimada do iésimo alelo.
O indice de diversidade de Shannon (H’) pela formula: H’= };;_; pi Lnpi em

que pi é a frequéncia da banda e n é o nimero de marcadores avaliados
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(BROWN; WEIR, 1983); o numero de alelos observados (Na); nimero de alelos
efetivos (Ne); heterozigosidade média (Hm); heterosigosidade total (Ht) e a
distancia genética de Nei (1978).

O estudo da estrutura genética entre e dentro das populagdes foi obtido
pelo método mais comumente utilizado para dados de marcadores dominantes: a
Anadlise de Variancia Molecular (AMOVA). Esta metodologia permite desdobrar
a distancia entre e dentro das populacdes, partindo de uma matriz de distancia
euclidiana calculada entre individuos com base na matriz binaria. O modelo
matematico que descreve a AMOVA é um modelo hierarquico que considera os
niveis de locais e de individuos dentro de cada populagéo, conforme a seguinte
equacdo: X = x + ay + b + ¢, em que x é a média geral, a é o efeito de
regides, b de populagbes e ¢ de hapl6tipos dentro de populacfes, dentro de
regides, sendo que esses efeitos sdo aditivos, aleatorios e independentes,
associados aos componentes de variancia, cZcic2e, respectivamente. A
variancia total (c?) foi obtida pela soma destes. O componente de variancia
interpopulacional foi extraido por equagdes das esperangas de quadrados médios
(QMD), anélogo a analise de variancia convencional das frequéncias alélicas,
utilizadas para estimar o PhiPT (analogo ao Fst). A significancia associada a
cada uma destas estimativas foi obtida por meio de 5.000 permutacdes
(Bootstrap). Para obter uma distribuicdo nula, sem diferenciacdo, dessas
estatisticas (PhiPT=0), foram utilizados procedimentos de aleatorizagdo (fileiras
e colunas correspondentes), realizada pela decomposicéo total dos componentes
entre e dentro das populagdes utilizando as distancias ao quadrado, conforme
descrito por Excoffier, Smouse e Quattro (1992). Para esta analise utilizou-se o
software livre GenAlEx v. 6.3 (PEAKALL; SMOUSE, 2012; SMOUSE;
WHITEHEAD; PEAKALL, 2015).

De posse do valor de PhiPT, o fluxo génico (Nm) entre as populagfes

foi estimado de forma indireta, assumindo o modelo de ilhas proposto por Crow
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1-PHIPT
PHIPT

e Aoki (1984) pela formula: Nm = ﬁ( ) Este modelo corrige a analise

para pequeno numero de populacbes. E baseada na teoria da estatistica F
proposta por Wright (1951), cuja proposta parte da premissa de que existe uma

relacdo entre a diversidade genética e a frequéncia alélica. A intensidade do
fluxo é obtida pela formula: PHIPT = m, em que N é o tamanho efetivo de

cada populacdo e m € a taxa de migracdo entre as populagdes.

A andlise de agrupamento foi realizada usando dois métodos, o de
agrupamento por pares do vizinho mais proximo (UPGMA) baseado no
coeficiente de similaridade de Jaccard (j) e distancia de Nei (D) (NEI, 1972),
adotando a rotina SAHN (Sequencial Agglomerative Hierarchical and Nested

Clustering), e o de otimizacéo de Tocher. A similaridade de Jaccard foi obtida

a

pela formula: S;; —5oemauea € 0 nimero de casos em que ocorre a presenca

de bandas em todos os individuos, simultaneamente; b € o nimero de casos em
que ocorre a presenca de bandas somente no individuo i, e ¢ é o nimero de casos
em que ocorre a presenga da banda somente no individuo j. As distancias

genéticas foram obtidas com base nos dados binérios calculadas pelo Genalex

6.502 a partir da formula proposta por Nei (1972): Dz{ﬁxzy} =100 [1 _ Py ]

nx+ny

em que n, e n, sdo nameros de marcadores observados em individuos x ey,
respectivamente, e 2n,, € o nimero de marcas existentes em todos os individuos.

A representatividade do dendrograma foi testada por meio da correlagéo
entre as distancias genéticas originais e as distancias entre as populagdes no
dendrograma com o auxilio do pacote NTSYS-pc (Numerical Taxonomy
System, version 2.11 (ROHLF, 2000)).

A fim de demonstrar a distribuicdo multipla bidimensional da espécie, a
matriz de distancia genética também foi submetida a analise da coordenada

principal. Para verificar a relagdo geoclimatica com as variaveis genéticas,
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realizou-se analise de correlacdo entre as matrizes de distancias genética e
geogréafica (km em linha reta). Para esta andlise, aplicou-se o coeficiente de
correlacdo de Pearson (r) entre as matrizes. A significAncia desta correlacdo
matricial foi testada pelo teste de Mantel, utilizando 1.000 permutacGes
aleatdrias. Ambas as analises foram realizadas no Genalex v. 6.502 (MANLY,
1997; MANTEL, 1967). As varidveis ambientais: altitude, precipitacdo e
temperatura, também foram correlacionadas com a estrutura genética. A
significancia dessas variaveis foi obtida a partir do coeficiente de determinacdo

das equaces de regressao ajustadas.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 43 primers testados, 18 tiveram suas temperaturas de anelamento
otimizadas, nos quais apresentaram qualidade na amplificacdo dos fragmentos
de DNA. As sequéncias e as temperaturas de anelamento estdo descritas na
Tabela 2. O nimero total de bandas foi de 86, variando de 3 (UBC 886 e 820) a
6 (UBC 810) com uma média de 4,77 bandas por primer (TABELA 2). Os
iniciadores UBC 810 e UBC 812 foram os mais polimoérficos (PLP). O tamanho
dos fragmentos amplificados foi em média de 300 a 1.000 pb para UBC 810 e
600 a 800 pb para UBC 812 (FIGURA 1). Esses dois primers sdo detentores das
sequéncias GA: (GA),.t e (GA),.a respectivamente, sendo os nucleotideos G e
A, reportados como os mais polimorficos e que abrange todo o genoma de
espécies vegetais (ADHIKARI et al., 2015; BHAWNA et al., 2014).

Tabela 2 - Identificagdo, temperatura de anelamento e polimorfismo de Lippia
rotundifolia com 18 iniciadores ISSR.

INICIADORES SEQUENCIA (5-3°) T(°C) N° Bandas Total P %

BECKY (CA)7-YC 49 5 50
CHRYS (CG)7-YG 53 6 50
DAT (GA)7-RG 48; 49 5 46
MANNY (CAC)4-RC 56 5 45
TERRY (GTC)4-RC 53 6 70
UBC 808 (AG)8-C 49 5 45
UBC 810 (GA)8-T 53 6 100
UBC 812 (GA)8-A 53 6 100
UBC 813 (CT)8-T 49 5 40
UBC 820 (GT)8-C 53 3 52
UBC 827 (AC)8-G 49 5 40
UBC 830 (TC)8-G 49; 53; 56 5 75
UBC 834 (AG)8-YT 49;53;56 3 45
UBC 851 (GT)8-YG 48; 53 4 48
UBC 864 (ATG)6 49 5 60
UBCS78 (GGAT)3-GGA 49 5 40
UBC 886 (CT)7-VDV 53; 56 3 52
UBC 890 (GT)7-VHV 49; 53 4 90
Média 51; 54 477 58,22
TOTAL 86

R=purina (A ou G) e Y= pirimidina (C ou T)
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Figura 1 - Perfil do DNA de individuos de Lippia rotundifolia, com fragmentos
de DNA amplificados com primer ISSR.

M GIG RPE JFE RTI SGS ABO SNO ODA PVP PRP M

RPE JFE RTI SGS ABO SNO ODA PVP PRP

M
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-
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Dos 18 iniciadores selecionados pelo ensaio de temperatura de
anelamento, dez destes apresentaram alto padrdo de reprodutibilidade com
polimorfismo acima de 50%. Portanto estes foram escolhidos para o estudo de
diversidade genética nos acessos das populacGes de Lippia rotundifolia. O
critério de selecdo dos primers esta de acordo com Manica-Cattani et al. (2009)
que obtiveram 65% de bandas polimorficas para a Lippia alba para 17 primers
ISSR, sendo estes considerados reprodutiveis e de alta qualidade.

Os dez primers utilizados geraram 253 bandas polimoérficas nos
individuos analisados (TABELA 3). A diversidade genética (He) dos individuos

foi maior do que o nimero de individuos observado (Ho). Apenas para 0S
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acessos (1-GIG e 7-SNO), a Ho foi ligeiramente maior do que a He, apesar da
populacdo (1-GIG) apresentar baixa He, é considerada em equilibrio de Hardy
Weinberg (EHW). De modo geral, para as populacBes estudadas, houve pouca
diferenca entre os valores esperados e observados de heterozigosidade (0,003).
Este fato pode ser devido a selecdo natural que aumenta a frequéncia de
heterozigotos durante o recrutamento, sendo este um acontecimento comum em
algumas espécies tropicais (CONTE et al., 2003; GONCALVES et al., 2010;
ZUCCHI, 2002).



Tabela 3 - Indices de diversidade genética de Lippia rotundifolia usando marcador ISSR.

Local Origem Amostra Parametros de diversidade genética
N Na Ne Tg He Ho PLP
1 GIG 20 0,667 1,078 0,112 0,063 0,065 44,44
2 RPE 24 0,889 1,220 0,211 0,139 0,136 44,44
3 RTI 18 1,333 1,312 0,309 0,204 0,198 66,67
4 JFE 24 0,889 1,191 0,198 0,129 0,126 66,67
5 SGS 25 1,778 1,265 0,313 0,191 0,185 88,89
6 ABO 17 1,333 1,218 0,261 0,160 0,157 55,56
7 SNO 15 1,778 1,258 0,321 0,189 0,195 88,89
8 ODA 18 0,889 1,119 0,158 0,094 0,092 44,44
9 PVP 15 0,889 1,103 0,150 0,087 0,084 33,33
10 PRP 17 0,667 1,067 0,103 0,058 0,056 33,33
Média 19,3 1,111 1,183 0,214 *0,132 *0,129 56,67
Desvio Padrdo +0,35 +0,59 +0,068 +0,042 +0,041 +0,2
Total 193 *2+0,003 253

N=Numero de individuos, Na= n° alelos observados, Ne= n° alelos efetivos, He=Heterozigosidade esperada (Nei, 1973), H’= indice
de informagdo de Shannon, Ho= Heterozigosidade observada, PLP= Percentual de loco polimérfico.

c6
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A porcentagem de bandas polimorficas é considerada um importante
indicativo da diversidade genética. O percentual de loci polimoérficos para os dez
ambientes variou de 33,33 em 9-PVP e 10-PRP a 88,89% em 5-SGS e 7-SNO,
com um porcentual médio de 56,67%. Em estudos de diversidade genética
desenvolvidos com ISSR para espécies medicinais nativas, as porcentagens de
bandas detectadas foram superiores a 50% para Lippia alba Mill. (MANICA-
CATTANI, 2009) e superior a 80% para Lippia origanoides H.B.K. (SUAREZ;
CASTILLO; CHACONS, 2008).

O ndmero médio de alelos (Na) por populacdo variou de 0,67 a 1,78
com média de 1,11. O nimero de alelos efetivos (Ne) em todos os locais foi em
média de 1,18. A heterozigosidade média esperada (He) e o indice de Shannon
(H’) para todas as populagGes foram de 0,132 e 0,214 (TABELA 3). Esses
indices médios de diversidade genética sdo considerados valores moderados a
baixos, pois estdo abaixo de 0,5 (BOTSTEIN et al., 1980). Para Nybom (2004),
a He abaixo de 0,22 é considerada baixa. A espécie Phyla scaberrima (Juss. ex
Pers.) Moldenke, da mesma familia, apresentou variabilidade genética inferior a
obtida no presente estudo (PLP= 46,62, Hs= 0,0695 e H= 0,119). Este fato se
deve ao comportamento reprodutivo ser semelhante ao de Lippia rotundifolia
(ANDROCIOLLI et al., 2015). Ja a espécie Lippia graveolens H.B.K. apresentou
alta variabilidade com heterozigosidade de (H:=0,225) (VARGAS-MENDOZA;
ORTEGON-CAMPOS; CALVO-IRABIEN, 2016). Assim como a Lippia
origanoides Hunth que apresentou indices de diversidades de (H=0,44 e 0,45)
(SUAREZ; CASTILLO; CHACON; 2008; VEGA-VELA; SANCHEZ, 2012).

Melo Janior et al. (2012) afirmam que os indices de diversidade genética
variam de acordo com a espécie e o marcador molecular. Para a Lippia
rotundifolia, este valor variou de acordo com o local de ocorréncia da espécie.
Ao comparar a variabilidade da estrutura genética com os fatores ambientais de

cada populacdo, observou-se que a estrutura genética possui forte correlagéo
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com a temperatura. As temperaturas médias anuais de 20 °C detém as
populagbes melhores adaptadas, com maiores indices de diversidade genética.

Os maiores indices de diversidade foram para as populacdes 3-RTI, 5-
SGS e 7-SNO, cuja temperatura média anual € de 20 °C (TABELA 1). Os
individuos da populacdo 3-RTI apresentaram o maior nimero de alelos efetivos
(1,312) e diversidade genética (He= 0,204). Os individuos das populacdes 5-
SGS e 7-SNO apresentaram (1,25) e (1,258) de alelos efetivos e (He=0,191) e
(He=0,189) de heterozigosidade esperada, com proximidade entre o0s
pardmetros, cujo numero de loci polimoérfico foi de 88,89%. A menor
diversidade genética foi obtida em 10-PRP (He=0,058), assim como He e PLP,
0s demais parametros avaliados (Na, Ne, H, Ho) também foram mais baixos
nesta populacao.

A baixa variabilidade genética pode ser explicada pela dificuldade de
cruzamento da espécie, e de acordo com Praga-Fontes (2006), a Lippia
rotundifolia apresenta pdlens com alto percentual de anormalidade, com 64,
98% de polens inférteis. Esse resultado foi corroborado por Pierre (2004) para a
Lippia alba Mill. que apresenta quimiotipos tetraploides e mixoploides cujas
irregularidades meidticas ocasionaram em altas taxas de grdos-de-polens
invidveis. Outro fator que pode ter contribuido, é o endemismo devido ao
isolamento geografico por pequenas serras. Portanto, a infertilidade e o
isolamento contribuem para a ocorréncia de cruzamento entre individuos
aparentados, comprometendo o banco de sementes (COSTA et al., 2015). Este
fato é confirmado por Praca-Fontes e Viccini (2006) E Viccini et al. (2006) que
reportaram a dificuldade da espécie em produzir sementes. Com isso, acredita-se
que a principal forma de reprodugdo desta espécie seja por brotamento dos
xilopddios, pois, conforme observacao in loco, os individuos estdo distribuidos
préximos entre si, 0 que pode levar & uma baixa variabilidade genética da

espécie.
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A maior estrutura da variabilidade genética, realizada pela AMOVA
ocorreu dentro das populagcdes com 93% e apenas 7% entre as populacdes
(TABELA 4 e FIGURA 2). Nesta andlise, a estimativa do indice de
diferenciacgdo foi de Fs1=0,073. Essa diferenciacdo é considerada moderada, pois
sua amplitude se encontra entre 0,05 e 0,15 (HARTL; CLARK, 2010). Em
Lippia origanoides H.B.H., este indice foi de 0,179, mostrando também que a
maior variacdo ocorre entre os individuos dentro das populacdes, com 82%
(VEGA-VELA; SANCHEZ, 2012). Este resultado é importante para a
conservagdo dos recursos genéticos, pois quanto maior a variabilidade entre os
individuos, mais alelos serdo conservados em bancos ativos de germoplasma.

Na estrutura da variabilidade genética, o indice de fixacdo da
diferenciacdo genética (Fst) foi inversamente proporcional ao fluxo génico
(Nm). Portanto este indice estimou um movimento de genes (Nm) de uma
populagdo para outra de 3,198. Como o Nm é maior que um (1,0), existe um
fator evolutivo na populagdo que mantém as frequéncias alélicas,
homogeneizando as populacdes. Este valor mostra que a deriva genética ndo
atua na diferenciacdo entre as popula¢bes (HARTL; CLARK, 2010) e que, nas
populagdes, ndo ocorre o risco de alelos migrantes formarem outra populacéo
diferente daquela que a originou (HARTL; CLARK, 2010; SEBBENN et al.,
2011).

A distancia genética entre os individuos de cada populacdo esta de
acordo com os resultados da estrutura genética, em que a maior diversidade
dentro e entre foi obtida pela mesma populacéo, (3-RTI) (FIGURA 2). Embora a
heterozigosidade dentro das populages seja moderada, os valores foram
representativos, corroborando aos resultados da estrutura genética dentro de cada
populacdo (TABELA 4). A consisténcia destes resultados esta na semelhanca da
estrutura genética e na diferenca minima da variabilidade (#He > Ho=0,003). O

valor moderado da estrutura genética, além da proximidade entre os individuos,
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também pode ser explicado pelo modo misto de propagacdo como uma das
estratégias reprodutivas, os quais ndo estimam comprometimento da estrutura
populacional para esta espécie (GONCALVES et al., 2010; HARTL; CLARK,
2010; PIMENTA et al., 2007; VICCINI et al., 2005). Esta informacdo é
importante para a persisténcia da espécie em condi¢des ambientais desfavoraveis
como as queimadas (NYBOM, 2004; VICCINI et al., 2004). Contudo, as
analises da variabilidade com base nas frequéncias alélicas, bem como a
estimativa da estrutura genética das populacfes e a distancia genética de Nei
(1972) entre os individuos dentro de cada populagdo contribuem para o
entendimento do arranjo espacial da espécie a partir da distribuicdo dos alelos ao
acaso em escala temporal (TABELA 3 e 4 e FIGURA 2).

Tabela 4 - Andlise de variancia molecular (AMOVA) e estimativa do fluxo
génico (Nm) de populacdes de Lippia rotundifolia.

Est. %
Var. variancia
Entre Populagdes 9 20,458 2,273 0,071 7% 0,073 0,001 3,198

Dentro PopulagBes 183 166,195 0,908 0,908 93% 0,798 0,001
Total 192 186,653 0,979 100%

Grau de Liberdade (GL), Soma dos Quadrados (SQ), Quadrado Médio (QM),
Componentes da variancia (Est. Var.), Variancia total (%), FST (indice de fixagdo ou
propor¢do da maxima diferenciacdo genética (variancia total) das frequéncias alélicas
que ocorre entre e dentro das populagBes e a reducdo da heterozigosidade devido a
deriva genética andlogo ao PhiPT), P (Probabilidade de ter um componente de variancia
maior do que os valores observados ao acaso para 5.000 Nm=Fluxo génico entre
populacées pelo modo indireto.

Fonte de variagdo GL SQ QM Fst P Nm
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Figura 2 - Distancia genética entre os individuos de dez populagdes de
ocorréncia natural da Lippia rotundifolia em Minas Gerais, Brasil.
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Quanto as distancias genéticas, estas variaram de 0,001 a 0,030, e as
distancias geograficas variaram de 39 a 443 km. O teste de Mantel ndo
apresentou correlacdo entre as distancias genéticas e geograficas (r = -0,064,
p>0,04). A maior distancia genética foi obtida entre as populagbes 3-RTI e 1-
GIG, equidistantes 223 km. As populacGes com maior distancia geogréafica
foram 8-ODA e 7-SNO com 443 km, em que essas foram as mais proximas
geneticamente (TABELA 5).
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Tabela 5 - Matriz de distancias genética de Nei (D) baseada na distancia
euclidiana (diagonal inferior) e geogréfica em linha reta por
quildmetro (diagonal superior) da Lippia rotundifolia em dez
populagdes de ocorréncia natural em Minas Gerais, Brasil.

DGG GIG RPE RTI JFE SGS ABO SNO ODA PVP PRP

DG 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
GIG 1 - 67 223 122 218 49 190 330 191 191
RPE 2 0,012 - 208 160 181 100 143 300 280 141
RTI 3 0,03 0,004 - 100 39 180 348 205 414 73
JFE 4 0,004 0,012 0,028 - 108 93 283 107 317 99
SGS 5 0,008 0,005 001 0,02 - 172 323 120 409 40
ABO 6 0016 0,006 0,015 0,016 0,002 - 196 86 238 143
SNO 7 0015 0,004 0,018 0,01 0,006 0,005 - 443 218 284
ODA 8 0,012 0,006 0,018 0,015 0,004 0,005 0,001 - 295 159
PVP 9 0018 0,006 0,023 0,013 0,007 0,008 0,001 0,001 - 380

PRP 10 0,018 0,005 0,022 0,012 0,006 0,007 0,001 0,001 0,001 -

Populagdes de Lippia rotundifolia: 1: Comunidade Gigante no municipio de Botumirim;
2: Rio do Peixe no municipio de Botumirim; 3: Rio Tigre no municipio de Gouveia; 4:
Serra Geral no municipio de Joaquim Felicio; 5: Sdo Gongalo do Rio das Pedras no
distrito de Serro; 6: Comunidade Abdboras no municipio de Montes Claros; 7: Parque
Estadual de Serra Nova; 8: APA de Olhos D’agua; 9: Parque Estadual Veredas do
Peruacu; 10: Parque Estadual do Rio Preto.

As matrizes de distancia original, com a distancia de Nei, similaridade
de Jaccard e a distancia por reamostragem com 999 permutagdes (bootstrap),
apresentaram alta correlagdo cofenética, na qual a correlacdo entre distancia por
reamostragem e distancia de Nei foi r= 0,90 e a correlagdo entre similaridade de
Jaccard e distancia de Nei foi de r=0,94. Esta ultima foi a de maior correlagdo e
a mais recomendada em estudos de diversidade genética. O coeficiente de
similaridade variou de 0,53 a 0,86 com similaridade genética de 80% (FIGURA
3). A alta correlacdo indica que o dendrograma apresentou um bom ajuste entre
os dados originais e a matriz de dissimilaridade (VEGA-VELA; SANCHEZ,
2012).
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Quanto ao agrupamento, as ligacbes no dendrograma refletiram
corretamente os padrées multivariados de distancias genéticas entre 0s acessos.
O agrupamento pelo método hierarquico UPGMA permitiu a visualizacdo de
trés grandes grupos, o primeiro com os acessos da populacdo 3-RTI, o segundo
agrupou os acessos das populacbes 1-GIG, 6-ABO, 2-RPE, 5-SGS e 4-JFE € 0
terceiro agrupou os acessos das populacdes 9-PVP, 10-PRP, 7-SNO e 8-ODA
(FIGURA 3). O agrupamento, pelo método de otimizacdo de Tocher, considerou
todos os individuos como pertencentes a um Unico grupo pela suas distancias
médias (ponto de fusdo). Segundo a otimizag&o, as dez popula¢des ndo possuem
distancia genética suficiente que justificasse a separacdo em grupos diferentes
(TABELA 6). Este fato pode ser explicado em funcdo do método UPGMA ter
como critério o agrupamento de genétipos mais similares dentro do grupo,
enquanto o método de otimizagdo de Tocher preconiza sempre as maiores
distancias entre grupos, sendo considerado um método exclusivo na formagédo
dos grupos de genétipos (BERTAN et al., 2006; CRUZ; REGAZZI, 1997).
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Figura 3 - Padrdo da distancia genética entre os individuos de dez populagdes de
ocorréncia natural da Lippia rotundifolia baseado em marcadores
ISSR. Andlise de agrupamento hierarquico definido pelo método
UPGMA com base nas distancias genéticas de Nei (1978).

RTI

GIG
ABO

RPE
SGS
JFE

PVP
PRP

SNO
ODA
—— T e

0.53 0.57 0.61 0.66 0.70 0.74 0.79 0.83 0.87 091 0.96 1.00

Similaridade

Populagbes de Lippia rotundifolia: GIG: Comunidade Gigante no municipio de
Botumirim; RPE: Rio do Peixe no municipio de Botumirim; RTI: Rio Tigre no
municipio de Gouveia; JFE: Serra Geral no municipio de Joaquim Felicio; SGS: Sdo
Gongalo do Rio das Pedras no distrito de Serro; ABO: Comunidade Abdboras no
municipio de Montes Claros; SNO: Parque Estadual de Serra Nova; ODA: APA de
Olhos D agua; PVP: Parque Estadual Veredas do Peruacu; PRP: Parque Estadual do Rio
Preto.

O agrupamento pelos dois métodos esta de acordo com a variabilidade
genética entre as populagdes, em que a distancia genética média é considerada
baixa (He=0,132), com diferenciacdo entre as subpopula¢bes de (Fsr=0,07).
Ambos consideraram a populagdo 3-RTI como a mais distante geneticamente
(He= 0,214 e D= 0,03), bem como as populacbes 7-SNO, 8-ODA, 9-PVP e 10-
PRP como as mais prdximas (He=0,189; 0,092; 0,087; 0,058 e D=0,001) apesar
da distancia geografica (FIGURA 3; TABELA 3, 5 ¢ 6).



101

Tabela 6 - Padréo da distancia genética entre os individuos de dez populacdes de
ocorréncia natural da Lippia rotundifolia baseado em marcadores
ISSR. Andlise de agrupamento pelo método de otimizacéo de Tocher
com base nas distancias genéticas de Nei (1978).

SUBGRUPO LOCAIS <DISTANCIA PONTO DE
FUSAO
1 7,8,9, 10 0,001 0,01
2 2,5,6,4 0,004 0,012
3 1 0,004 0,018
4 3 0,005 0,030

Populaces de Lippia rotundifolia: 1: Comunidade Gigante no municipio de Botumirim;
2: Rio do Peixe no municipio de Botumirim; 3: Rio Tigre no municipio de Gouveia; 4:
Serra Geral no municipio de Joaquim Felicio; 5: S8o Gongalo do Rio das Pedras no
distrito de Serro; 6: Comunidade Abdboras no municipio de Montes Claros; 7: Parque
Estadual de Serra Nova; 8: APA de Olhos D"agua; 9: Parque Estadual Veredas do
Peruacu; 10: Parque Estadual do Rio Preto.

A distribuicdo espacial representada pela analise da coordenada
principal (PCoA) registrou a consisténcia do agrupamento obtido no
dendrograma, indicando claramente os efeitos dos produtos da amplificagéo para
cada individuo analisado (FIGURA 4). Nesta anélise discriminante com base na
distancia de Nei, os autovalores foram explicados pelos dois primeiros eixos
com mais de 80% da varidncia total entre as distancias alélicas de todos os
acessos. Os trés primeiros eixos explicaram 91,06% da variacdo total das
variaveis genéticas, em que estes foram retidos para explicar a distribui¢éo
espacial da Lippia rotundifolia. O primeiro eixo explicou 50,94%, com
autovalores entre -0,044 10-PRP a 0,094 3-RTIl. O segundo eixo explicou
30,92%, variando entre -0,030 9-PVP a 0,082 5-SGS e o terceiro eixo,
contribuiu com autovalor da variagdo total de 9,21%, variando entre -0,032 2-
RPE a 0,054 7-SNO respectivamente (TABELA 7).
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Figura 4 - Analise da coordenada principal (PCoA) via matriz de covariancia
com dados padronizados baseado em marcadores ISSR para dez
populagdes de ocorréncia natural da Lippia rotundifolia em Minas
Gerais, Brasil.

Coordenada Principal (PCoA)

Eixo 2

Eixo1

Populagdes de Lippia rotundifolia: GIG: Comunidade Gigante no municipio de
Botumirim; RPE: Rio do Peixe no municipio de Botumirim; RTI: Rio Tigre no
municipio de Gouveia; JFE: Serra Geral no municipio de Joaquim Felicio; SGS: S&o
Gongalo do Rio das Pedras no distrito de Serro; ABO: Comunidade Abdboras no
municipio de Montes Claros; SNO: Parque Estadual de Serra Nova; ODA: APA de
Olhos D"agua; PVP: Parque Estadual Veredas do Peruagu; PRP: Parque Estadual do Rio
Preto.
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Tabela 7 - Resumo da variabilidade total da variancia dos trés primeiros eixos
retidos pela andlise da coordenada principal (PCOA) de dez
populagdes de ocorréncia natural da Lippia rotundifolia em Minas

Gerais, Brasil.
Variéncia Componentes Principais/Eixos
1 2 3
Variancia absorvida (%) 50,94 30,92 9,21
Variancia acumulada
(%) 50,94 81,85 91,06
Variaveis (locais) Autovetor

1-GIG -0,042 -0,024 -0, 015
2 - RPE 0,085 -0,007 -0,032
3-RTI 0,094 0,034 0,001
4 -JFE 0,001 0,016 0,012
5-SGS -0,062 0,082 -0,007
6 - ABO 0,022 -0,012 0,025
7-SNO -0,004 -0,012 0,054
8 - ODA -0,032 -0,008 -0,006
9-PVP -0,018 -0,030 -0,014
10 - PRP -0,044 -0,028 -0,018

Populagcdes de Lippia rotundifolia: GIG: Comunidade Gigante no municipio de
Botumirim; RPE: Rio do Peixe no municipio de Botumirim; RTI: Rio Tigre no
municipio de Gouveia; JFE: Serra Geral no municipio de Joaquim Felicio; SGS: S&o
Gongalo do Rio das Pedras no distrito de Serro; ABO: Comunidade Abdboras no
municipio de Montes Claros; SNO: Parque Estadual de Serra Nova; ODA: APA de
Olhos D agua; PVP: Parque Estadual Veredas do Peruacu; PRP: Parque Estadual do Rio
Preto.

Esta analise também confirmou a populagdo 3-RTI como a mais distante
geneticamente e as populagbes 7-SNO, 8-ODA, 9-PVP e 10-PRP, as mais
semelhantes geneticamente, bem como a distribuicdo espacial das populagdes 2-
RPE, 5-SGS, 6-ABO, 1-GIG e 4-JFE com similaridade intermediaria entre as
distancias genéticas (FIGURA 4). A distancia genética da populacdo 3-RTI
apresentada nas andlises de agrupamento corrobora o isolamento observado em
campo, sendo esta populacdo a Unica que apresentou um alelo privado. Esta

analise € muito importante para desenvolver medidas de conservacdo deste
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ambiente, pois segundo registro da especie no Herbario Virtual da Flora e
Fungo, esta populacdo foi localizada h&a mais de 40 anos, em 1971 sob registro:
MBM 18648 localizado como coérrego do Tigre, Gouveia, Minas Gerais e,
apesar do local apresentar poucos individuos conforme observacgdo in loco, este
ambiente encontra-se preservado e protegido de interferéncia antrdpica por estar
localizado em leito de rio, sob rodovia em curva sinuosa cujo acesso €
dificultado.

Esta pesquisa é a primeira contribuicdo da diversidade genética para a
Lippia rotundifolia com marcadores moleculares-ISSR visando determinar as
relagOes alélicas entre as diferentes populagdes de ocorréncia natural em Minas
Gerais. A baixa diversidade genética observada pode ser explicada pela pequena
densidade populacional, o que impossibilitou manter a amostragem com a
mesma distancia entre os individuos como amostrado para a Lippia origanoides
(SUAREZ; CASTILLO; CHACONS, 2008). Os autores reportaram que a
amostragem entre os individuos equidistantes 1, 2 km, resulta em diferentes
gendtipos (VEGA-VELA; SANCHEZ, 2012). Além da pequena densidade
populacional, os baixos indices de variabilidade genética também podem ser
explicados pela temperatura, sendo este um fator crucial para a adaptacdo
genotipica da planta. Estas informagdes sdo importantes para estabelecer
medidas de conservacdo para a espécie. A iniciativa de construir o banco de
germoplasma mesmo antes do conhecimento da estrutura genética contribuiu
para preservar a diversidade ainda existente nesta espécie. Com isso, espera-se
gue a partir deste banco possam ser produzidas mudas para enriquecimento das

populagdes naturais a fim de aumentar sua variabilidade genética.
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4 CONCLUSAO

A Lippia rotundifolia apresenta baixa variabilidade genética. O
isolamento geogréafico e a temperatura contribuem para a melhor distribuicao
alélica da espécie. A maior diversidade ocorreu na populacdo de Rio Tigre cuja
temperatura média anual é de 20 °C. Portanto, este genotipo é promissor para ser

conservado e incluido em futuros programas de melhoramento genético.
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RESUMO

Lippia rotundifolia Cham. é uma espécie aromatica, arbustiva de 0,5 a 2 m de
altura, nativa e endémica dos campos rupestres, onde estdo isoladas por
pequenas serras. Devido a dificuldade com a identificacdo boténica e 0 acesso as
populagdes nativas, pouco se sabe sobre a sua composi¢do quimica. Dentro do
exposto, objetivou-se analisar os volateis liberados das folhas de cha-de-pedestre
(Lippia rotundifolia Cham.) de ocorréncia natural em onze populagdes do
Estado de Minas Gerais. O material para analise quimica foi obtido a partir dos
acessos do banco ativo de germoplasma cultivados em casa de vegetacdo no
Instituto de Ciéncias Agrérias da Universidade Federal de Minas Gerais
(ICA/UFMG). Os acessos foram: Parque Estadual de Serra Nova (SNO); Parque
Estadual Veredas do Peruacu (PVP); Comunidade Abdboras (ABO);
Comunidade Gigante (GIG); Margens do Rio do Peixe (RPE); APP de Olhos
d’dgua (ODA); Propriedade Particular em Joaquim Felicio (JFE); Parque
Estadual do Rio Preto (PRP); Sdo Goncalo do Rio das Pedras (SGS), Cérrego do
Rio Tigre (RTI) e Santana do Riacho (SRI). As amostras foram coletadas em
headspace estatico e analisadas por cromatografia gasosa acoplada ao
espectrébmetro de massas (HE-CG-EM). Foram detectados 67 compostos. O
maior numero de volateis detectado foi no acesso SGS, com 40 compostos,
enquanto que no acesso SRI, foi detectado apenas 5 compostos. Os volateis
mirceno, B-linalol e cariofileno, foram detectados na maioria dos acessos.
Conclui-se que, os volateis mais abundantes mirceno, B-linalol, a-pineno,
limoneno, tagetona e germacreno sao a base dos seis quimiotipos da espécie.

Palavras-chave: Composicdo quimica. Headspace estatico. Cha-de-pedestre.
Planta medicinal.



115

ABSTRACT

Lippia rotundifolia is an aromatic species, shrubby 0.5 to 2 m height. Is a native
and endemic of rocky fields, which are isolated by small mountains. Because of
the difficulty with the botanical identification to access to native populations,
little is known about ther chemical composition. We aimed to analyze the
volatiles released from the pedestrian tea leaves (Lippia rotundifolia Cham.)
naturally occurring in eleven populations of Minas Gerais States. The material
for chemical analysis was obtained from the access of active germplasm bank
cultivated in a greenhouse at the Instituto de Ciéncias agrarias of the
Universidade Federal de Minas Gerais (ICA/UFMG). The accessions were:
Parque Estadual de Serra Nova (SNO); Parque Estatudal Veredas do Peruagu
(PVP); Comunidade Abo6bora (ABO); Comunidade Gigante (GIG); edge of Rio
do Peixe (RPE); preservation area of Olhos D"agua (ODA); privative property in
Joaquim Felicio (JFE); Parque Estadual do Rio Preto (PRP); Sdo Gongalo do
Rio das Pedras (SGS); edge of Rio Tigre (RTI) and Santana do Riacho (SRI).
The samples were collected in static headspace and analysed by gas
chromatography coupled with mass spectrometry (SH-GC-SM). An amount of
sisty-seven compounds were detected. The more volatile was detected in the
SGS access, with forty compounds, whereas the SRI access was detected only
five compounds. Volatile myrcene, B-linalool and caryophyllene were detected
in the majority of accesses. We concluded that volatiles myrcene, -linalool, a-
pinene, limonene, tagetone and germacrene are the six chemotypes of the
species.

Keywords: Chemical Diversity. Volatile compounds. Pedestrian tea. Medicinal

plant.
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1 INTRODUCAO

O Cerrado concentra uma das maiores taxas de endemismo da flora
brasileira. Com aproximadamente 30% da vegetacdo local intacta, é considerado
um dos hotspot para conservacdo (GASTAUER; MESSIAS; MEIRA NETO,
2012). Em Minas Gerais estes ambientes estdo localizados em campo rupestre,
uma das fitofisionomias do Cerrado brasileiro. Os campos rupestres sao
caracterizados por altitudes superiores a 800 m, xeromorfismo e presenca de
afloramentos rochosos (DURIGAN et al., 2011; RAPINI, et al., 2008).

Na composicdo floristica desta fitofisionomia, ha predominio de
espécies da familia Verbenaceae. O género Lippia Linn. é o segundo maior desta
familia, pois concentra a maioria das espécies endémicas nessas altitudes
(CARVALHO et al., 2012; FERNANDES et al., 2011; JACOBI; CARMO;
CAMPOS, 2011; SOUSA; TORRES; VICCINI, 2012). Dentre as espécies
endémicas dos campos rupestres esta a Lippia rotundifolia Cham. (PIMENTA et
al., 2007; SAMPAIO, 2009; SOUSA et al., 2013), conhecida popularmente
como cha-de-pedestre E um arbusto de 0,5 a 2 m de altura (SALIMENA,
SILVA, 2009), de populacdes restritas e com poucos individuos (MARTENS,
2008; VICINI et al., 2004). Suas flores sdo agrupadas em grandes cachos
variando entre rosa-lilas a magenta ou falso rosa (SALIMENTA; SILVA, 2009;
SAMPAIO, 2009).

No ambiente natural, a Lippia rotundifolia é confundida com outras do
mesmo género devido a grande semelhanga morfolégica e sincronismo
reprodutivo, dificultando sua identificacdo (PRACA-FONTES; VICCINI, 2006).
Por esse motivo, estudos da composi¢do quimica de espécies nativas sao
escassos devido a dificuldade de informag6es botanicas bem como a obtencéo de
material vegetal para analise (SALIMENA; MULGURA, 2015; SOUSA et al.,
2013).
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Esta planta é aromatica e produz compostos volateis como produto do
metabolismo secundério os quais sdo liberados pelas folhas e flores. Estudos de
0Oleos essenciais reportam os constituintes mircenal (22,3%), limoneno (26%) e 0
B-linalol (62,5%) como majoritarios (LEITAO, 2008; SILVA, 2013). O método
de obtencdo dos compostos quimicos por hidrodestilacdo ¢ o mais comum e
amplamente  utilizado (COUNCIL OF EUROPE EUROPEAN
PHARMACOPOEIA, 2010). A obtencdo da fracdo volatil, fragrancia exalada, é
estabelecida pelo equilibrio entre a planta e a sua fase de vapor, porém ndo se
tem registro de estudos da fracdo volatil para esta espécie. O método de extragéo
de volateis por headspace é o mais adequado para estudos destas fragrancias,
pois este método permite obter a composi¢cdo do genuino odor do vegetal
(STASHENKO; PUERTAS; MARTINEZ, 2002).

Portanto o conhecimento do perfil quimico a partir de estudo dos
compostos volateis desta espécie € importante na contribuicdo sistematica e
botanica. Além de distinguir quimiotipos de interesse comercial que meregcam
sere mantidos no ambiente natural, visando a conservacdo de seus recursos
genéticos existentes (STASHENKO; PUERTAS; MARTINEZ, 2002). Devido
ao potencial aromatico da espécie, objetivou-se com esta pesquisa analisar a
composicao quimica da fracdo volatil presente nas folhas da Lippia rotundifolia

em onze populagtes de ocorréncia natural em Minas Gerais, Brasil.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Obtencgdo das amostras

As amostras de Lippia rotundifolia foram coletadas em 11 populagdes
de ocorréncia natural no estado de Minas Gerais. Os exemplares foram enviados
para identificacdo por especialistas e cultivados em casa de vegetacdo do
Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Minas Gerais
(ICA/UFMG). A localizacdo e caracteristicas climaticas de cada acesso estdo

apresentadas na Tabela 1.



Tabela 1 - Localizagdo de onze éareas de ocorréncia natural de Lippia rotundifolia em Minas Gerais, Brasil.

Coordenadas Condic6es Climaticas
Cddigo  Municipio i i _ Depésito Herbario
Latitude Latitude Alt. Umid. Temp. (C°)
(m) (mm)
PVP — Conego Marinho -14°55°S -44°38°'W 729 700 23+1 PAMG 58090
SNO — Rio Pardo de Minas -15°36°S -42°44°W 790 700 20+1 PAMG 58096
ABO — Montes Claros -16°56’S -43°55°W 700 1100 22,5+1 PAMG 58101
GIG — Botumirim -16°35°S -42°55"W 726 1350 22,5+2 PAMG 58097
RPE — Botumirim -16°52°S -43°28'W 722 1100 22,5+2 PAMG 58094
ODA - Olhos D’agua -17°26°S -43°37'W 691 1100 22,5+2 PAMG 58094
JFE — Joaquim Felicio -17°44°S -44°11°'W 1010 1350 22,5+3 PAMG58093
PRP — S&o Gongalo do Rio Preto -18°06°S -43°200W 901 1350 <19 PAMG 58091
SGS — Serro -18°25°S -43°28'W 1020 1350 18+2 PAMG 58100
RTI — Gouveia -18°33°'S -43°49°'W 1020 1350 2042 PAMG 58092
SRI - Lapinha -19°16°S -43°37°'W 756 >1500 20+2 PAMG 58099

SNO: Parque Estadual de Serra Nova; PVP: Parque Estadual Veredas do Peruacu; ABO: Comunidade Abdboras; GIG: Comunidade
Gigante; RPE:Margens do Rio do Peixe; ODA: APP de Olhos d"agua; JFE: Propriedade Particular em Joaquim Felicio; PRP: Parque
Estadual do Rio Preto; SGS: Sdo Gongalo do Rio das Pedras; RTI: Cérrego do Rio Tigre; SRI: Santana do Riacho. Alt.: Altitude em
métros; Umid.: Precipitacdo média anual em milimetros; Temp.: Temperatura média anual em graus

0¢T
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As amostram foram retiradas do meristema apical e primordios foliares
de trés individuos de cada local de ocorréncia da espécie as 7 horas da manha.
Essas foram pesadas em balanca analitica resultando em aproximadamente 1,5
0; as quais foram transferidas para vials de 20 mL previamente aclimatizados
por 1 hora em freezer a -20 °C. Na sequéncia, o material fresco identificado foi
vedado com septo de silicone/PTFE e transportado em caixa de isopor com gelo
até o Laborat6rio de Quimica Analitica do ICA/UFMG.

2.2 Extracdo de volateis e analise cromatografica por headspace estéatico
(HS CG-EM)

A extracdo dos voléateis foi por headspace estatico utilizando sistema de
amostrador automatico (HS Combi-PAL). Cada amostra foi homogeneizada a
500 rpm e incubada a 75 °C por 5 minutos e imediatamente analisada HS-CG-
EM. Apds esse periodo, um volume de 1.000 pL da amostra, em faze de vapor,
foi injetado em modo splitless com seringa gastight 2,5 mL-HS. em uma
velocidade de injecdo de 500 pL/s na temperatura de 220 °C.

As andlises foram realizadas em um cromatégrafo a gas da Agilent®
7890A acoplado ao espectrémetro de massas Agilent® MSD 5975C (Agilent
Technologies, Califrnia, EUA). Utilizou-se uma coluna capilar de silica fundida
DB-5 MS (Agilent Technologies, California, EUA) com fase estacionaria de 5%
fenil e 95% polimetilsiloxano (30 m comprimento x 250 pum didmetro interno x
0,25 pum espessura do filme interno) (CALIFORNIA, EUA). O hélio (99,9995%
de pureza) foi utilizado como gas de arraste com fluxo de 1 mL.min™.

A rampa de aquecimento iniciou a 35 °C, mantendo-se em condicao
isotérmica por 2 min, com incremento de 3 °C.min™ até 150 °C, mantendo por
10 min e finalizando a 300 °C por um minuto. As temperaturas do injetor e da

linha de transferéncia para o EM foram mantidas em 220 °C e 240 °C
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respectivamente. O espectrometro de massa foi operado por ionizacdo de
impacto de elétrons (70 eV) em uma faixa de 35-550 m/z (ANEXO 1).

As concentracdes dos constituintes da analise quimica foram expressas
pela porcentagem de area relativa dos sinais do cromatograma total de ions +
desvio padrdo (n=3). A identificacdo de cada constituinte foi por comparagéo
dos seus indices de retencdo relativos a coinjecdo de uma solucdo padrdo de n-
alcanos (C8-C20, Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA) e por comparacdo dos
espectros de massas do banco de dados da biblioteca (NIST/EPA/NHI
(NATIONAL INSTITUTE OF STANDARDS AND TECHNOLOGY, 2008) e
de literatura (ADAMS, 2007). Os indices de retencdo foram calculados usando a
equacao proposta por Van Den Dool e Kratz (1963) e, para as atribuicoes, foram

consultados os indices de retencdo de literaturas (ADAMS, 2007).
2.3 Anédlise estatistica multivariada

A andlise de agrupamento foi realizada usando dois métodos, o de
agrupamento por pares de vizinhos mais proximos (UPGMA) e o agrupamento
pelo escalonamento ndo métrico (MDS).

Para a andlise de agrupamento, os dados foram arranjados em uma
matriz binaria de presenca e auséncia dos volateis identificados. Este
agrupamento foi baseado no coeficiente de similaridade de Jaccard (j) e
distancia Euclidiana entre os compostos, adotando a Rotinha SAHN (Sequencial
Agglomerative Hierarchical and Nested Clustering). Para o agrupamento pelo
método de escalonamento multidimensional ndo métrico, os dados foram
arranjados em uma matriz consistindo do percentual de area relativa de cada
composto identificado nas colunas e dos locais de ocorréncia da espécie nas
linhas. Esta matriz foi autoajustada a partir do uso da medida de Stress

(Standardized Residual Sum of Squares) aplicando a formula:
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55 (du-a%)’]"”?
i<k X(dik)?

Stress (q) = [

Em que os coeficientes d;}, representam as distancias entre os locais e 0s
compostos nas novas dimensdes e d;;, as distancias originais entre os locais e 0s
compostos. Este coeficiente indica o quanto a ordenacdo dos dados das novas
dimensbes esta de acordo com a ordenacédo dos valores originais. A significancia
deste agrupamento foi obtida a partir do ajuste do modelo de regressao linear
simples entre as variaveis originais e ajustadas (MINGOT]I, 2007).

Para maior eficiéncia nos resultados, os dados foram submetidos a
analise de componente principal (ACP). Todas as andlises de estatistica
multivariada foram realizadas com o auxilio do programa Ntsys PC. 2.11
(ROHLF, 2000).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na anélise quimica pelo método HS-CG-EM, foram obtidos 123 picos e
destes foram detectados 67. Dos compostos detectados, dez ndo foram
identificados. Os percentuais dos volateis estdo expressos em area relativa do
pico para cada analito na Tabela 2. Este valor foi superior ao reportado por Silva
(2013) que identificou apenas 17 compostos para a Lippia rotundifolia
(TABELA 2). Leitdo (2008) identificaram 108 compostos nas folhas e 54 nas
flores. Dos compostos identificados pelos autores, 18 foram identificados no
presente estudo, sendo que alguns se apresentaram como isdmeros. A
composicdo quimica dos volateis da planta foi muito variada, tanto em
composicdo quanto em percentual de um local para outro. Quanto as classes
quimicas, em cinco populagdes (GIG, RPE, RTI, SGS, PRP), houve predominio
de monoterpenos, variando de 42,4% em RPE a 61% em RTI e nas outras seis
populagdbes (JFE, ABO, SRI, SNO, ODA, PVP), houve exclusividade
sesquiterpénica, com 43,7% em ABO a 65,5% em JFE, respectivamente
(TABELA 2). Este percentual foi superior aos resultados obtidos em estudos
anteriores com 6leos essenciais para a mesma espécie, em gque 0S monoterpenos
foram predominantes, com 52,5%, mesmo considerando a perda da fracdo mais
volatil pelo método (LEITAO, 2008; SILVA, 2013). Portanto, a Lippia
rotundifolia possui quimiotipos mono e sesquiterpénicos. Diferente de outras
espécies do género, como Lippia citriodora e Lippia origanoides que, em mais
de 50% dos volateis (59,54% e 31,4 a 95,3%) ha predominio de monoterpenos
(MESHKATALSADAT; PAPZA; ABDOLLAHI, 2010; VEGA-VELA;
DELGADO-AVILA; CHACON-SANCHEZ, 2013).
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Tabela 2 - Composi¢do quimica dos volateis de Lippia rotundifolia em onze
populagdes de ocorréncia natural em Minas Gerais, Brasil.

(Continua)
Ne Compostos IR Locais de Coleta
GIG RPE JFE RTI SGS ABO SRI SNO ODA PVP PRP
1 hexanal 801 04 96 10 - - - - - - - -
2 2-hexenal 854 03 15 67 - - - - - - - -
3 3-hexen-1-ol 857 02 14 - - - - - - - - -
4 a-tujeno 924 - - - 1,0 - - - - - - 0,7
5 a-pineno 939 23 77 16 43 - 19 - 157 16 04 02
6 desconhecido - - 41 17 40 - 3,6 - - 1,3 - -
7 canfeno 946 01 04 - - - - - - - - -
8 sabineno 969 04 57 - 17 03 01 78 2,0 1,0 - 2,9
9 B-pineno 974 24 75 15 45 05 14 - - 17 04 30
10 1-octen-3-ol 974 01 03 - - 0,6 - - - - 03 04
11 mirceno 991 30,5 145 135 153 36 10,7 - 15 26,9 - 2,2
12 a-felandreno 1005 50 36 - - 59 - - 155 113 06 26
13 0-cimeno 1022 - 1,7 - - - - - 2,49 - - -
14 m-cimeno 1026 44 14 - - 0,4 - - - 14 - 0,4
15 limoneno 1027 57 28 - 146 25 286 - 2,7 64 03 25
16 z-0cimeno 1032 06 10 - - - - - - 0,3 - 0,2
17 B-ocimeno 1044 43 24 - 74 18 - - 11 4,7 04 13
18 y-terpineno 1054 2,7 - - 59 - - - - - -
19 6xido de linalil 1067 - - - - 0,4 - - - - - 0,3
20 terpinoleno 1086 0,2 - - - 5,0 - - - - - 0,4
21 desconhecido - - - - - 0,5 - - - - - -
22 B-linalool 1098 36 28 133 14 77 17,7 337 50 1,9 - 18,3
23 1,3,8-p-mentatrieno 1110 - - - - 0,4 - - - - - 1,0
24 desconhecido - - - - - 0,2 - - - - - 2,9
25 cosmeno 1130 0,1 - 0,6 - 11 - - - 0,2 - 0,5
26 tagetona 1139 - - - - 18,0 - - - - - -
27 pinocarvona 1164 04 18 04 0,7
28 desconhecido - 0,2 - - - - - - - - - -
29 borneol 1165 - 1,3 - - - - - - - - -
30 desconhecido - 02 08 - 3.2 - - - - - - -
31 butanoato-(Z)-3-hexenila 1186 - - - - 0,2 - - - - - 0,2
32 a-terpineol 1186 - - - - 0,1 - - - - - -
33 butanoato-2-hexenila 1191 - - - - 35 - - - - - 0,1
34 mirtenal 1195 06 - - 8,8 - - - - - - -
35 mirtenol 1196 0,6 - - - - - - - - - -
36 desconhecido - - - - - 0,1 - - - - - -
37 p-menta-1,8-dien-3-ona 1285 - - - - 0,3 - - - - - -
38 tridecane 1300 - - - - - 0,1 - - - - -
39 acetato mirtenil 1324 0,2 - - - - - - - - - -
40 5-elemeno 1335 0,1 08 04 - 0,4 - - 8,0 - 2,1 0,8
41 a-cubebeno 1351 02 07 072 - 0,8 - - 0,6 1,0 - 1,2
42 2-metil-tridecano 1365 0,1 - - - - - - - - - -
43 a-COopaeno 1376 0,2 06 20 15 08 1,1 10,0 0,6 0,5 - 3,0
44 B-cubebeno 1387 - 07 13 20 05 0,7 - - 3,6 -

45 B-elemeno 1390 3,6 - 81 18 - - - - - 172 30
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Tabela 2 - Composi¢do quimica dos volateis de Lippia rotundifolia em onze
populagdes de ocorréncia natural em Minas Gerais, Brasil.

(Conclusdo)
NE Compostos IRue Locais de Coleta
GIG RPE_JFE RTI SGS ABO SRl SNO ODA PVP PRP
46 desconhecido - - 1,7 26 - 1,0 - - - 4,4 -
47 a-gurjuneno 1409 02 100 0,2 - 1,0 - - 0,6 0,2 - 0,4
48 o-cedreno 1413 - - 0,4 - - - - - - - -
49 cariofileno 1418 36 38 46 37 41 46 240 130 39 141 6,7
50 f3-cedreno 1419 - - 0,3 - 0,2 - - - - - -
51 y-elemeno 1434 - - 0,7 - - - - 5,8 - 30 01
52 a-bergamoteno 1436 - 56 03 - 1,0 - - - 4,4 - -
53 desconhecido - 02 09 - - - - - 0,6 - - 0,2
54 a-humuleno 1454 05 - 0,9 - 06 01 - 2,0 0,7 12 02
55 aloaromadendreno 1460 02 14 03 - 02 01 - 0,6 0,3 12 08
56 y-muuroleno 1477 - - 0,2 - - - - - - - -
57 germacreno 1484 16 66 23 09 40 83 244 - 58 215 137
58 B-selinene 1489 08 - - - - - - 0,6 0,4 - 0,1
59 eremofileno 1491 - - 032 - - - - - - -
60 a-selineno 1498 39 28 54 - 43 10 - 1,2 32 138 118
61 a-muuroleno 1500 - - 0,2 - 0,6 - - - - - 0,3
62 a-himachaleno 1516 21 19 20 - 14 - - 0,6 2,0 -
63 calameneno 1528 - - - - 0,9 - - - - - 0,4
64 desconhecido - 12 01 08 0,2
65 cadina-1,4-dieno 1533 - - - - - - - - 0,2 - -
66 desconhecido - - 0,1 - - - - - 39
67 denderalasin 1571 - 0,9 - - - - - - - - -
Hidrocarbono Monoterpeno 342 364 137 440 250 312 200 333 370 429 371
Monoterpeno Oxigenado 131 60 03 170 200 63 200 95 3,7 00 114
Hidrocarbono Sesquiterpeno 342 333 655 278 375 437 600 524 481 571 400
Sesquiterpeno Oxigenado 00 30 00 00 00 00 00 0,0 0,0 00 00
Desconhecidos 79 121 103 111 15 125 00 48 11 00 86
Outros 105 90 68 00 25 63 00 00 00 00 29
Total 100,0 99,8 99,9 100,1 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,1

GIG: Comunidade Gigante no municipio de Botumirim; RPE: Rio do Peixe no municipio de
Botumirim; JFE: Serra Geral no municipio de Joaquim Felicio; RTI: Rio Tigre no municipio de
Gouveia; SGS: Sdo Gongalo do Rio das Pedras no distrito de Serro; ABO: Comunidade Abdboras
no municipio de Montes Claros; SRI: Santana do Riacho municipio de Lapinha; SNO: Parque
Estadual de Serra Nova; ODA: APA de Olhos D agua; PVP: Parque Estadual Veredas do Peruacu
e PRP: Parque Estadual do Rio Preto.

IR: Indice de Retenco da literatura

(-): Composto néo detectado.

Desconhecido (6): 137(1), 121(14), 93(100), 91(40), 77(25); Desconhecido (21): 153(2), 134(45),
119(92), 110(38), 91(100); Desconhecido (24): 136(1), 134(59), 119(100), 91(93), 77(33);
Desconhecido (28): 137(2), 119(23), 93(28), 69(100), 41(66); Desconhecido (30): 69 (100),
95(52), 83(99), 55(89), 41(47); Desconhecido (36): 151(5), 135(100), 91(28), 77(14), 67(11);
Desconhecido (46): 204(2), 119(100), 105(21), 93(87), 91(39); Desconhecido (53): 204(28),
161(100), 119(44), 105(60), 81(22); Desconhecido (64): 204(24), 161(100), 119(21),107(44),
105(27); Desconhecido (66): 218(1), 161(26), 69(100), 43(11), 41(31).
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Os compostos quimicos identificados foram bem distribuidos entre os
individuos analisados para 0s onze ambientes. A composi¢do quimica variou
tanto no nimero de compostos volateis bem como no percentual de area relativa
do cromatograma total de cada acesso. Os resultados obtidos mostraram o
guanto os acessos sdo heterogéneos em relacdo a producdo destes volateis. Dos
67 compostos detectados, dez se destacaram em maior producdo. Os compostos
de maior abrangéncia foram: o-pineno, mirceno, a-felandreno, limoneno, f-
linalol, tagetona, PB-elemeno, cariofileno, germacreno e o-selineno. Destes
compostos, o B-elemeno, cariofileno e o a-selineno se destacaram na producéo
em duas populagdes, os demais se destacaram como majoritarios para todos 0s
acessos em relacéo ao percentual da area relativa do pico.

Os quimiotipos identificados no presente estudo foram o mirceno (11)
que se destacou como majoritario em cinco populac@es: (GIG 30,5%), (RPE
14,5%), (JFE 13,5%), (ODA 26,9%) e (RTI 15,3%), o linalol (22), foi o
majoritario em dois acessos, (PRP 18,3%) e (SRI 33,7%), sendo estes
percentuais inferiores ao obtido por Silva (2013) que registrou 62,6% de linalol
para o acesso coletado na reserva do CPAC no Distrito Federal. Porém, Leitdo
(2008) ndo registrou producdo deste composto no acesso coletado em
Diamantina (Vale Jequitinhonha). O a-pineno (5) foi o marcador de SNO com
15,7% e o limoneno (15) em ABO (28,6%), em que a obtencdo deste ultimo
composto foi superior ao reportado por Leitdo (2008) que obtive 8,26% para a
mesma espécie. Percentuais inferiores também foram obtidos por
hidrodestilacdo para a Lippia thymoides Mart.; Shauer, com teores entre 1,67 e
3,75% e por headspace para a Lippia citriodora kunth e Lippia alba Mill. com
134% e 4,7% respectivamente (MESHKATALSADAT,; PAPZA;
ABDOLLAHI, 2010; PARRA-GARCES et al., 2010; SILVA, 2012).

O monoterpeno tagetona (26) 18%, ocorreu exclusivamente no acesso

SGS, sendo a primeira vez reportado para a espécie. Este composto foi
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observado na Lippia javanica (Burm.f.) Spreng. em concentragcfes variando de
0,3 até 4,93% (VILJOEN, 2005). Na Lippia triplinervis, Gardner obtive a forma
isomérica (Z) que também variou com a sazonalidade, com 0,1% no més de abril
e 19,4% no més de setembro (LEITAO et al., 2011). O isdmero (Z) também foi
reportado em pequena quantidade na Lippia lacunosa Mart. & Schauer com
0,5% (LEITAO, 2008). Os principais volateis obtidos no presente estudo
divergiram dos compostos apresentados pelo autor, em que reportou 0 mirtenal
como majoritério da Lippia rotundifolia, com produgdo de 16,7%. Na anélise,
este composto foi registrado em pequenas concentracdes apenas em dois
acessos, (GIG 0,6%) e (RTI 8,8%). Porém, Silva (2013) ndo registrou a sua
producdo no acesso da reserva CPAC, assim como os compostos e-nerolidol e
espatulenol, reportado pelo autor como produzido pela espécie, ndo foram
registrados em nenhum dos 11 acessos analisados.

O polimorfismo quimico existente na espécie é confirmado pelo
agrupamento dos ambientes em funcdo da producdo dos volateis. O
dendrograma pelo método UPGMA agrupou 0S acessos em trés grupos
(FIGURA 1).
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Figura 1l - Andlise de agrupamento pelo método UPGMA dos acessos de Lippia
rotundifolia Cham. originados de onze populagdes de ocorréncia
natural em Minas Gerais, Brasil.
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SRI: Santana do Riacho municipio de Lapinha; PVP: Parque Estadual Veredas do
Peruacu; ODA: APA de Olhos D’4gua; GIG: Comunidade Gigante no municipio de
Botumirim; RPE: Rio do Peixe no municipio de Botumirim; ABO: Comunidade
Aboboras no municipio de Montes Claros; PRP: Parque Estadual do Rio Preto; JFE:
Serra Geral no municipio de Joaquim Felicio; SNO: Parque Estadual de Serra Nova;
RTI: Rio Tigre no municipio de Gouveia e SGS: S8o Gongalo do Rio das Pedras no
distrito de Serro.

O primeiro grupo é formado pelos acessos SRI e PVP, embora detenha
marcadores quimicos diferentes, apresentam a maior producdo de cariofileno
(49), (SRI=24% e PVP=14,1%), cujos percentuais foram superiores ao reportado
na literatura para o acesso de Diamantina (7,9%) e da reserva CPAC (4,1%)
(LEITAO, 2008; SILVA, 2013). Outro composto destaque para esses dois
acessos foi o germacreno em SRI, marcador secundario com (57=24,4%) e em
PVP foi o majoritario com (57=21,5%). Estes valores foram considerados altos

em relacdo ao percentual reportado para a Lippia thymoides, na qual obteve
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producdo méaxima de 6,18% no inverno (SILVA, 2012). Os compostos [-
elemeno (45=17,2%) e a-selineno em PVP (60=13, 8%) foram os constituintes
secundarios. O B-elemeno, embora ndo tenha sido majoritdrio em nenhum
acesso, foi superior ao percentual reportado na literatura para o acesso de
Diamantina (10,9%) (LEITAO, 2008). Além dessas caracteristicas, as plantas
desses ambientes foram as que produziram menor quantidade de compostos
volateis (n= 5 e 14) e sdo os dois acessos mais distantes geograficamente
(TABELA 2; FIGURA 1).

O segundo grupo foi formado pelos acessos ODA, GIG, RPE, ABO,
PRP, JFE e SNO. Nestes ambientes, os individuos analisados produzem os
mesmos Vvolateis mirceno, limoneno, a-pineno e B-linalol como majoritarios e
secundarios respectivamente. Porém o acesso JFE ndo produziu limoneno ¢ f3-
ocimeno (15 a 17), assim como SNO nao produziu germacreno (57), sendo esta
a principal diferenca quimica observada entre os sete acessos pertencentes a este
grupo. O terceiro grupo foi formado pelos acessos RTI e SGS, em que esses se
agruparam pela proximidade quimica, pois ambos produziram os principais
volateis comuns a todos os ambientes, tendo o limoneno (15=14,6%) como o
composto secundario de RTI e o linalol (22=7,7%) como secundario de SGG
(TABELA 2; FIGURA 1).

A distribuicdo da composicdo quimica foi confirmada pela anélise da
componente principal (ACP) da area relativa de cada composto detectado para
0S onze acessos. Esta andlise sumarizou as variaveis quimicas nos dois primeiros
componentes principais (CP). Esses foram retidos para interpretacdo, pois
apresentaram autovalores acumulados de 96,58% da variancia total existente
entre 0s compostos volateis. O primeiro componente explicou 90,175% da
variabilidade para todas as amostras, no qual mostrou clara separagcdo dos

atributos volateis da espécie. Enquanto que o segundo componente explico
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apenas 6,405% da varidncia total. Os atributos avaliados com maior carga
fatorial no primeiro componente estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Atributos quimicos dos volateis com os autovalores dos componentes
principais dos 11 locais de ocorréncia da Lippia rotundifolia em
Minas Gerais, Brasil.

indice de compostos volateis

Componentes da variancia CP1 CP2
Variabilidade (%) 90,175 6,405
Variabilidade acumulada (%) 90,175 96,58
Variéveis Carga Fatorial (Escores)
15 limoneno 0,987 0,024
49 cariofileno 0,959 0,167
57 germacreno 0,959 0,189
22 B-linalol 0,998 0,016
26 tagetona 0,978 0,025
12 a-felandreno 0,941 0,003
45 B-elemeno 0,949 0,014
59 eremofileno 0,659 0,105
48 a-cedreno 0,545 0,089

A distribuicdo dos dez compostos volateis mais abundantes nos dois
componentes principais corrobora a deteccdo desdes para 0s 11 acessos, em que
0 monoterpeno tajetona (26) € o composto que mais se distancia do centroide,
apresentando maior desvio padrdo, o que confirma sua exclusividade no acesso
SGS (FIGURA 2a).
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Figura 2 - Andlise da componente principal e dispersdo grafica em escala
bidimensional dos dez compostos volateis principais (a) de Lippia
rotundifolia Cham. de 11 acessos (b) pertencentes a populacdes de
ocorréncia natural em Minas Gerais, Brasil.
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(5) a-pineno; (11) mirceno; (12) o-felandreno; (15) limoneno; (22) B-linalol; (26)
tagetona; (45) p-elemeno; (49) cariofileno; (57) germacreno; (60) a-selineno

SRI: Santana do Riacho municipio de Lapinha; PVP: Parque Estadual Veredas do
Peruacu; ODA: APA de Olhos D 4gua; GIG: Comunidade Gigante no municipio de
Botumirim; RPE: Rio do Peixe no municipio de Botumirim; ABO: Comunidade
Aboboras no municipio de Montes Claros; PRP: Parque Estadual do Rio Preto; JFE:
Serra Geral no municipio de Joaquim Felicio; SNO: Parque Estadual de Serra Nova;
RTI: Rio Tigre no municipio de Gouveia e SGS: S8o Goncalo do Rio das Pedras no
distrito de Serro.

A projecdo gréfica da andlise discriminante dos 11 acessos corrobora
com os resultados apresentados na Tabela 2, na qual evidencia que a espécie
possui quimiotipos pertencentes as duas principais classes quimicas. Os acessos
com maior predominio de monoterpenos foram agrupados no plano superior
(GIG, RPE, RTI, SGS, PRP), enquanto que os acessos com exclusividade
sesquiterpénica foram agrupados no plano inferior (JFE, ABO, SRI, ODA, PVP)
(FIGURA 2b). Esta analise também corrobora a observacgdo in loco, em que 0s

acessos que mais se distanciaram do centroide foram os que produziram o menor
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nimero de volateis n=5 para SRI e n=14 para PVP (FIGURA 2b). Sendo estes
dois acessos 0s mais distantes quimica e geograficamente. A pequena
guantidade de volateis produzidos em SRI e PVP pode ser explicada pela
interferéncia antrépica, pois em PVP registrou-se ocorréncia de queimadas,
enquanto que em SRI, embora o ambiente esteja proximo curso d’agua,
adequado para o estabelecimento da espécie, registrou-se a presenca de animais
domésticos forrageando no local. Nestes dois ambientes, os individuos
apresentaram folhas coridceas e sem aroma aparente. Estas observagoes
evidenciam a diferenca fitoquimica e morfologica dos individuos em resposta as
condicBes ambientais aos quais estdo expostos (CALVO-IRABIEN et al., 2014;
OSORNO-SANCHEZ et al., 2009; OSORNO-SANCHEZ; RUIZ; LINDIG-
CISNEROS, 2012; TAIZ; ZEIGER, 2009).

A andlise da dispersdo gréafica pelo método de escalonamento néo
métrico (MSD) confirma o agrupamento apresentado pela ACP, em que a
maioria dos volateis teve 0 mesmo nivel de ajuste, os quais foram considerados
altamente significativos com baixo nivel de estresse (FIGURA 3). Esta anélise
apresentou os marcadores quimicos mirceno (11) e B-linalol (22) mais similares,
cujos constituintes possuem maior abrangéncia, pois esses foram detectados em
nove dos 11 acessos analisados. Esta anélise também confirma o monoterpeno
oxigenado tagetona (26) como o mais distante na dispersdo grafica em funcdo da
producdo exclusiva para o acesso SGS (TABELA 2; FIGURA 3).
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Figura 3 - Dispersdo gréafica entre as distancias ajustadas e as distancias originais
dos 67 compostos volateis detectados em 11 acessos de Lippia
rotundifolia pelo método de escalonamento ndo métrico (MDS).
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O agrupamento de mais de 70% dos volateis no mesmo grupo
(FIGURAS 3) se deve a ocorréncia em mais de uma populagdo e por possuirem
producdo varidvel entre 0s acessos. A variagdo no perfil quimico é explicada
pela interagdo genética com o ambiente, uma vez que os metabdlitos secundarios
sdo controlados geneticamente (provavelmente poligénico) e estdo associados ao
mecanismo de defesa da planta, na qual provoca alteraces significativas na
composicdo quimica dos volateis. Com isso, as condi¢des ambientais podem
influenciar na expressao do gene responsavel pela ativagdo das enzimas terpenos

sintases envolvidas na biossintese dos volateis terpénicos (MOREIRA, 2010;
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PARRA-GARCES et al, 2010; PAVARINI; LOPES, 2016; PINTO-
ZEVALLOS et al., 2013; WINSKA et al., 2014).

Em se tratando de conservar plantas aromaticas nativas com potencial
econdmico, o primeiro passo ¢ identificar os gen6tipos melhores adaptados e, a
partir destes, trabalhar o melhoramento genético visando uniformizar o cultivo
para atender a demanda de mercado. Dentro desta ideia, a influéncia do
ambiente na variacdo do perfil quimico da Lippia rotundifolia é uma
caracteristica positiva como mecanismo de sobrevivéncia. Esse fator, também
mostra o0 potencial da espécie para ser explorada no mercado de produtos
naturais, pois cada ambiente expressa genes responsaveis pela producédo de um
determinado quimiotipo, podendo este vir a ser uma fonte de renda para a regiao
onde ocorre (WINSKA et al., 2014; YAMAMOTO et al., 2008).

O mirceno (11), por exemplo, produzido em nove acessos e marcador
quimico em cinco, é sintetizado pelas industrias quimicas a partir da pir6lise do
B-pineno para a obtencdo de muitos alcoois terpénicos como o nerol e o linalol.
Esses aromas sintéticos florais sdo produzidos em larga escala e utilizados como
aditivo intermediario na fabricagdo de fragrancia de cosméticos, aromas
artificiais de alimentos, aditivos farmacéuticos e na produgdo de perfume
(KOLICHESKI, 2006; GUIMARAES; QUINTANS; QUINTANS JUNIOR,
2013).

O Linalol (22), obtido em dez acessos e marcador em dois, é reportado
pela literatura de amplo uso nas indistrias de perfumaria (SILVA, 2013). A
obtencdo deste volatil obtido por headspace garante a eficiéncia da analise na
investigacdo da composicdo quimica de aromas para 0 mercado de fragrancias
(STASHENKO; PUERTAS; MARTINEZ, 2002). Também existem relatos da
atuacdo deste composto como antimicrobiano no tratamento de caries (PARK et
al., 2012). Estudos recentes reportaram como inibidor de oxigénio no combate

ao estresse oxidativo da cadeia respiratoria e inducdo da apoptose
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(APROTOSOAIE et al., 2014; BUENO-DUARTE; MENDEZ-SANCHEZ,
2015).

O a-pineno (5), produzido em nove acessos e marcador de um (SNO), é
reportado como detentor de atividade analgésica (GUIMARAES; QUINTANS;
QUINTANS JUNIOR, 2013). Também comercializado como aromatizante
artificial e associado a outros compostos possui atividade antioxidante
(LEITAO, 2008; LIMA, 2013; MIRANDA et al., 2016).

O limoneno (15), obtido em nove acessos e marcador de um (ABO), é o
feromdnio natural das formigas cortadeiras (Atta sexdens rubropilosa) (DELLA
LUCIA; SOUZA, 2011). A forma isomérica L-limoneno é usada como
aromatizante artificial de alimentos e como solventes na fabricacdo de adesivos
(BEZERRA et al., 2013; LIMA, 2013; WINSKA et al., 2014). Devido a agdo
antisséptica, € usado como aditivo na fabricacdo de antitranspirantes
(NOVACOSK; TORRES, 2006). Em sinergismo com outros compostos é um
potencial fungistatico (LAJES, 2014). Sendo esta atividade confirmada em
estudo preliminar na germinagdo das sementes de Lippia rotundifolia. Por isso
este aleloquimico é consumido na agricultura como repelente e atrativo dos
inimigos naturais (SEO et al., 2014).

O composto tagetona (26), produzido apenas em um acesso (SGS), é um
potencial antimicrobiano contra fungos vegetais e antibacteriano contra doencas
do trato respiratério (MONTANARI, 2010; SOUSA et al., 2015; VILJOEN,
2005).

O cariofileno (49) comum a todos 0s ambientes, associado ao isdbmero o-
humuleno (54) foi reportado como detentor de atividade anti-inflamatéria e
anestésico local com boa absorcéo cutanea. O que justifica o uso da planta como
escalda-pés desde o século XIII (COUTINHO et al., 2015; GUIMARAES;
QUINTANS; QUINTANS JUNIOR, 2013; LEITAO, 2008; LUCCA et al.,
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2015; PAVARINI; LOPES, 2016; SOUSA et al., 2015; VEIGA JUNIOR et al.,
2007).

Por fim, os resultados da analise quimica dos volateis obtidos pelo
método de espac¢o confinado (headspace estatico), permitiu identificar diferentes
quimiotipos para a Lippia rotundifolia. Dos 67 compostos detectados, propbe-se
gue a base da variagdo quimica estad em seis diferentes quimiotipos, sendo estes
mirceno, B-linalol, a-pineno, limoneno, tagetona e germacreno. O maior nimero
de compostos foi obtido em SGS (n=40), GIG (n=38) e PRP (n=35) e 0 menor
namero de compostos foi obtido em SRI (n=5) e PVP (n=14).
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4 CONCLUSAO

A Lippia rotundifolia apresenta variacdo na composi¢do quimica. O
acesso SGS possui 0 maior numero de compostos quimicos. Os volateis
mirceno, B-linalol e o cariofileno sdo os mais frequentes, detectados na maioria
dos acessos. O acesso PVP é o detentor de maior distdncia quimica. Os seis

compostos volateis mais abundantes sdo 0s quimiotipos da espécie.
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COSIDERAGOES FINAIS

A Lippia rotundifolia ocorre preferencialmente em ambientes de
altitude, pedregosos, pobres em nutrientes e préximos a cursos de agua. O
estadio fenol6gico da espécie varia entre os locais de ocorréncia e seu estado de
conservacdo. A planta possui caracteristica de espécies pioneiras colonizadoras
de ambientes antropizados. Todas essas caracteristicas ecogeografica e
microambientais enfatizam que a espécie é um ecotipo bem adaptado, portanto,
n&o é considerada como ameacada de exting&o.

A espécie é representada por seis quimiotipos, em que a populagdo Séo
Goncalo do Rio das Pedras (SGS) representa 0 monoterpeno tagetona. O Parque
Estadual de Serra Nova (SNO) representa o monoterpeno a-pineno. A
Comunidade Aboboras representa o monoterpeno limoneno. A Comunidade
Gigante, Rio do Peixe, Joaquim Felicio, Olhos D agua e Rio Tigre representam
0 monoterpeno mirceno. O Parque Estadual do Rio Preto e Santana do Riacho
representam o monoterpeno oxigenado B-linalol e o Parque Estadual VVeredas do
Peruagu representa o sesquiterpeno germacreno.

Embora a condicdo microclimatica e o isolamento geogréafico tenham
contribuido para a baixa variabilidade genética da espécie, a interacdo alélica
com o ambiente resultou na deteccdo de um grande nimero de compostos
volateis. Os seis quimiotipos acima citados sdo bioativos de valor econdémico e
podem ser transformados em produtos de interesse comercial. Portanto esses
acessos merecem estudos de manejo para conservar as populaces nativas.
Dentre as estratégias, estd o plantio de enriquecimento com a producdo de
mudas para serem plantadas em campo a fim de aumentar a densidade
populacional, consequentemente a estrutura genética da espécie. Dessa forma,
garantindo a perpetuacdo dos recursos genéticos no ambiente natural para as

préximas geracoes.



148

Esta pesquisa € a primeira contribuicdo quanto & caracterizagdo
ambiental, genética e quimica da espécie proveniente de varias populagdes
naturais de Minas Gerais. Os resultados desta pesquisa mostram o quanto a
espécie é promissora para ser introduzida na lista de espécies medicinais do
Sistema Unico de Salde (SUS). Espera-se que esta pesquisa subsidie outros
estudos de ensaios bioldgicos com a espécie, bem como incentive pesquisas com

outras espécies nativas, sempre visando o uso racional desses recursos.



ANEXO A - CONDICOES ANALITICAS

C:\MSDCHEM\1\METHODS\HS-MESSULAN.M
Thu Nov 12 15:21:12 2015

Control Information

Sample Inlet @ GC
Injection Source CTC PAL ALS
Mass Spectrometer Enabled

INSTRUMENT CONTROL PARAMETERS:

CTCPAL METHOD

Injection Volume:
Syringe Size:
Cycle File:

Incubation Temperature (°
Incubation Time (s):
Syringe Temperature (°C):
Agitator Speed (rpm):
Fill Speed (ul/s):

Fill Strokes ():

Pullup Delay (ms):

Inject to:

Injection Speed (ul/s):
Pre Inject Delay (ms):
Post Inject Delay (ms):
Flush Time (s):

GC Runtime (s):

1000.00 ul
2.5ml1-HS
HS-Inj

DETAILS

GC Injl
500

0

0

10

3060

No Sample Prep method has been assigned to this method.

Oven
Equilibration Time
Max Temperature
Slow Fan
Oven Program
35 °C for 2 min
then 3 °C/min to 150 °C for 10 min
Run Time
1 min (Post Run)

Sample Overlap
Sample overlap is not enabled

Front SS Inlet He
Mode

Heater

Pressure

Total Flow

Septum Purge Flow

Gas Saver

Purge Flow to Split Vent

Thermal Aux 2 (MSD Transfer Line)
Heater
Temperature Program
240 °C for 0 min
Run Time

Column #1
J&W 122-5532: 1911.42479

2 min

325 degrees C
Disabled

On

50.333 min
300 °c

Splitless

On 220 °C

On 6.7776 psi
On 19 mL/min
On 3 mL/min
Off

. in
15 mi/min at 1 m

On
On

50.333 min
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DB-5ms

325 °C: 30 m x 250 pm x 0.25 pm

In: Front SS Inlet He
Out: Vacuum

(Initial)
Pressure

Flow

Average Velocity
Holdup Time

Flow Program

1 mL/min for 0 min

Run Time
1 min (Post Run)

PCM C-1 N2

35 °C

6.7776 psi

1 mL/min
36.169 cm/sec
1.3824 min

On

50.333 min
0.57353 mL/min

***Excluded from Affecting GC's Readiness State***

Pressure Program
10 psi for 0 min
Run Time

PCM C-2 N2

Ooff

50.333 min

***Excluded from Affecting GC's Readiness State***

Pressure Program
10 psi for 0 min
Run Time

Signals
Signal #1: Test Plot

Signal #2: Test Plot
Signal #3: Test Plot

Signal #4: Test Plot

General Information

Tune File
Acquistion Mode

MS Information

Solvent Delay

EMV Mode
Relative Voltage
Resulting EM Voltage

[Scan Parameters]

Low Mass

High Mass
Threshold
Sample #

Plot 2 low mass
Plot 2 high mass

[MSZones]

MS Source
MS Quad

off

50.333 min

Save Off
50 Hz
Save Off
50 Hz
Save Off
50 Hz
Save Off
50 Hz

MS ACQUISITION PARAMETERS

atune.u
Scan

3.50 min

Relative
0
1482

35.0

550.0

150

2 A/D Samples 4
35.0

550.0

230 C maximum 250 C
150 C maximum 200 C
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END OF MS ACQUISITION PARAMETERS

TUNE PARAMETERS for SN: US11373805

Trace Ion Detection is OFF.

EMISSION
ENERGY
REPELLER
IONFOCUS
ENTRANCE_LE
EMVOLTS

AMUGAIN
AMUOFFSET
FILAMENT
DCPOLARITY
ENTLENSOFFS
MASSGAIN
MASSOFFSET

2025.
121.

17.
-644.
-37.

.610
.922
.783
.157
.500
.353

000
750
.000

569
000
000

Actual EMV 1482.35
GAIN FACTOR : 0.36

END OF TUNE PARAMETERS

END OF INSTRUMENT CONTROL PARAMETERS
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ANEXO B - ESPECTROS DE MASSA DOS COMPOSTOS
DETECTADOS E NAO IDENTIFICADOS PELA LITERATURA
ADAMS (2007; 2009)
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ANEXO C - DECLARAGAO DE DEPOSITO DO MATERIAL
BOTANICO

' UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS
‘ l I u l DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA
sl 3037 - 37200-000 LAVRAS - MG

(35)3829-19§9

Lavras, 02 de dezembro de 2014

Declaro, vomo Curadora do Herbirio ESAL - Herbério da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), que o miesmo possui infra-estrutura ¢ disponibilidade para o depasito ¢

o

registro e exsicatas advindas do projens de pesguisa "CC

Charn,: C(

A, PROPAGACAD, ESTUDO QUIRICO £ MOLECULAR", desenvolvido pels

discente de pés-graduagdo Messalan Rodrigues Meira da UFLA ¢ suas equipes,

€SN 28 08¢

s 7, o 2
1/ ,V/g}{;éﬁﬂfé{ LAALRAA
Profa. Dra. I\'iariar(fe‘ﬂ-”;tmvcs Man.{{éi'i;ures
Curadora do Herbario ESAL
Universidade Federal de Lavras
Departamento de Biologia
Cx. Postal 3037
CEP 37200-000, Lavras, MG
Tel (35)3829-1919
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DECLARAGAD

Dieclare que Messulan Redrigues Meira, estudanle de doutorade em Plantas
Medicinais da Universidade Federal de Lawas [UFLA} e Univerzidade Federal de
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aspicie: Lippa rotuinaifolia Cham. da Familia Vorberaceae.
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Porisia Fonseca Silva
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CEP 21170445 - Fare: 51 3436-5089 - Saw: 31 3EEIEL
E-rmail . herbarisEeparig br ou androizsiivaEepamig Lo

DECLARAGAD

Declaro gue Messulan Rodriguss Meira, estudante de doutorado em Flantas

Madicinais da Uniwersidade Federal dz Lavras [UFLA) & Universidade Federal
Minas Gerais (UFMG), depositou ne Herbario PAMG da Empresa de Pesqu

de
isa

Agropecuaria de Minas Gerais (EFAMIG) vouchers [@xemplaras-festemunho) das

sspacies listadas abaixe:

e e Registra
Nome Cie.ltifu:t? _i amilia Logal PAMG_]
Lippia rofundifolis Charm. _ _ | wertenaceas Sao Gohcalo Sa100 |
| Lippis rofundifolis Cham. | werzenaceas Abdboras 281
Psaudnbrickeliz  Drasitens’s  (Eprerg.) _ - e
RN ng & H Rl _.*\s,erac;eae Ahdboras SB10E
wlelagtoratacsas | Abdooras BEIOE
i | Melastormatacsae | Abfooras BE104 |
Cambcs_.f—.{!usia aspara (A SL-Hil I A )
Bonnl.) DE. Mclast!:nmatacsae Aboboras 58105
L MNeriE e lffalia O.0on . Melastomataceas | Abdbores o106

0 materal listade foi herbarizade, registraco e incluldo no acervo do Herbaric

PAMG ca qual sou curadara,

Balo Harizont, 15/08/20 16

y
\-ll—X. {J\.:CD!V_)
Anhlr-ila Fonseca Silva
CRBin 4042804 -D
CPF: 857 839.108-72
Curadora do Herbéario PAMG
Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EFAMIG)



