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O patchouli Pogostemonsp.) € uma planta herbacea, pertencente a fairdimiaceae, cujo 6leo
essencial é utilizado na indistria de cosméticpgréumaria. O trabalho teve como objetivo avaliar a
variabilidade genética de acessos de patchouli @c® Ativo de Germoplasma da UFS por meio de
marcadores RAPD. Para a caracterizacdo molecutamfaitilizados os acessos POG-001, POG-002,
POG-006, POG-014, POG-015, POG-016, POG-017, PABGRDG-021 e POG-022. Foram coletadas
folhas jovens dos acessos para a extracdo de DNgegAir, procedeu-se a purificacdo e amplificacéo
utilizando 11 oligonucleotideos, sendo os prodastgmrados em gel de agarose 1% corados com brometo
de etidio e visualizados sob luz UWA similaridade genética entre os acessos foi cadtzulpelo
coeficiente de similaridade de Jaccard e a coritrdg dendrograma realizada utilizando-se o médedo
agrupamento de médias aritméticas ndo ponderade®GMA. A andlise genética por meio de
marcadores RAPD possibilitou a separacdo dos axedsopatchouli em quatro grupos. Houve
variabilidade genética entre os acessos avaliados.

Palavras-chave: planta aromatica; genotipo; vdidaloie genética

The patchouliPogostemorsp.) is a herbaceous plant belonging to the Lagaiadamily, whose essential

oil is widely used in cosmetics and perfumery. Bhedy aimed to evaluate the genetic variability of
patchouli accesses the Active Germplasm Bank of URS RAPD markers. For molecular

characterization were used accessions POG-001, BB2GPOG-006, POG-014, POG-015, POG-016,
POG-017, POG-019, POG and POG-021-022. We colleaiedg leaves of access to DNA extraction.
Then we proceeded to the purification and amplifica using oligonucleotides 11, and the products
separated on a 1% agarose gel stained with ethidromide and visualized under UV light. The genetic
similarity among accessions was calculated by Jdc&milarity coefficient and dendrograms were
performed using the method of grouping unweightetthmetic average - UPGMA. Genetic analysis by
RAPD markers enabled the separation of patchowaéssgions into four groups. There was significant

variability among accessions.
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1. INTRODUCAO

A familia Lamiaceae possui distribuicdo cosmopgiitaluindo cerca de 300 géneros e 7.500
espécies, sendo que destes 28 géneros e cercd dss3cies ocorrem no Brasil. Dentre os
géneros pertencentes a essa fanflagostemorfioi introduzido no Brasil [1] e € composto por
80 a 90 espécies, incluindo altos subarbustosas eyuaticas [2].

Devido a sua importancia econémica, a espBogostemon cabliBlanco) Benth., nativa
da Indonésia, Malasia, india e Filipinas, vem sg#atsando no mercado nacional e internacional
[3]. P. cablin conhecida vulgarmente como patchouli, € uma perane, aromatica, ereta e
ramificada, que atinge altura de 0,5 a 1,2 m; colimak opostas cruzadas e ovaladas, de 5 a 10
cm de comprimento e 3 a 8,9 cm de largura, margdada com dentes crenato-serrados, 0s
lobos e o apice da folha sdo obtusos, as floraschsa bissexuadas, zigomorfas, diclamideas,
célice pentamero, gamossépalo, ovario supero ebiea [4,5,1].
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O oleo essencial do patchouli se caracteriza camales mais importantes na industria da
perfumaria [6], e se inclui entre os 18 6leos esaén de maior importancia comercial no
mundo [7].

Nos ultimos anos, tem sido observado um constanteeato na utilizacdo de marcadores
moleculares no mundo, principalmente, pelo fateeteum método seguro, uma vez que nao €
afetado pelo ambiente e permite descrever as dfaseentre os acessos, reunindo informacoes
Uteis ao melhoramento genético, além de servir amomaplementacao a técnicas morfolédgicas,
bioguimicas e citologicas [8].

A técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA& uma técnica molecular
relativamente barata, frente & quantidade de irdod®ms genéticas obtidas em curto prazo,
podendo ser aplicada a qualquer espécie, envolvemistragens ndo destrutivas e gerando
informacdes interpretaveis geneticamente, atenddedfmrma rapida as demandas existentes
em programas de conservacao de espécies ameaghdas [

O estudo da variabilidade genética de patchoulepsst Gtil quando associado a caracteres
fenotipicos como teor, rendimento e composicao igaiho 6leo essencial.

O Banco de Germoplasma (BAG) de patchouli foi lasta em 2008 e é mantido cultivado
em vasos em estufa agricola do Departamento denkaga Agrondmica da Universidade
Federal de Sergipe. O BAG possui 10 acessos: PQGRING-002, POG-006, POG-014, POG-
015, POG-016, POG-017, POG-019, POG-021 e POGg#lo dois (POG-001 e POG-006)
pertencentes a espédrogostemon heyneanBenth. e 0os demais acessos pertencentes a
Pogostemon cabliBenth..

O presente trabalho teve como objetivo avaliar dabdidade genética de acessos de
patchouli do Banco Ativo de Germoplasma da UFShpeio de marcadores RAPD.

2. MATERIAIS E METODOS

Para a realizacdo das analises de RAPD foram eagasdolhas jovens dos acessos POG-
001, POG-002, POG-006, POG-014, POG-015, POG-00&-017, POG-019, POG-021 e
POG-022 oriundos do Banco Ativo de Germoplasma migddsidade Federal de Sergipe (UFS)
localizado no municipio de Sao Cristoévao-SE, ld8td1°00’ S e longitude 37°12' W.

As plantas de patchouli do BAG da UFS, mantidas v&tsos em estufa agricola a
temperatura média de 28°C, apresentam variacdotpdas as caracteristicas morfolégicas
qualitativas avaliadas (Tabela 1).

As folhas jovens de cada acesso foram coletadasd@ionadas em gaze, mantidas a baixa
temperatura e conduzidas ao Laboratério de Cullerdecidos e Melhoramento Vegetal da
UFS, onde foram mantidas em freezer (-20°C) at@mento da extracao.

A extracdo do DNA [10] foi realizada com modificagd O DNA extraido foi quantificado
utilizando gel de agarose e DNA de fago lambdasafeentracdes conhecidas. O DNA foi
diluido & concentracdo de 10 ng JuLForam preparados coquetéis para as reacdes de
amplificacdo contendo: 3,0 uL DNA; 1,30 pL tamp@X11,04 pL dNTP 2,5 mM; 1,0 pL
MgCl, 50 mM; 2,5 uL oligonucleotideo 10 uM; 0,5 [lag DNA polimerase 1 U e 4gua
ultrapura para completar o volume de 13,0 pL e stioiass a 45 ciclos de amplificagdo apos a
desnaturacdo inicial a 94°C por 2 minutos. Cad® ¢ constituido de trés temperaturas: 15
segundos para desnaturacdo a 94°C, 30 segundaanedainento do oligonucleotideo a 42°C, e
30 segundos para a extensao da fita de DNA a 7A3Ginal dos 45 ciclos foi realizada uma
extensao fina de 2 minutos a 72°C.

Os produtos de amplificacdo foram separados endeyelgarose 1,0% durante 1 hora e 30
minutos a 120V, utilizando um marcador de tamaniotecular de 100 pares de bases como
referéncia para os fragmentos gerados e coraddommeto de etidio (0% mL™) por 10 a 15
minutos e os produtos da amplificacdo visualizadfisografados sob luz ultravioleta.



P. S. Santos et al., Scientia Plena 9, 059902 (2013 3

Tabela 1: Caracteristicas morfologicas qualitativdss acessos de Pogostemon cafBilanco Benth. e
Pogostemon heyneanus Benth. do Banco Ativo de @&rsmaa da Universidade Federal de Sergipe.

Pilosidade
Cor
Acesso Fcérgw?o folha
P Caule Folha Nervura
- verde
POG-001 Taca verde (I|gn|f|c§do) verde-escuro (jovem) -
avermelhado (jovem) )
lilds (dorsal)
} bege (lignificado) p superficie superior
POG-002 Taga lilas+ verde (jovem) verde-médio Vermelha superficie inferior
verde (lignificado) verde
POG-006 Arredondado gnihic verde-médio (jovem) -
avermelhado (jovem) L2
lilds (dorsal)

] bege (lignificado) p superficie superior
POG-014 Irregular lilas+ verde (jovem) verde-médio Rosa superficie inferior
POG-015 Taca 'b,ege (I|gn|f|_cad0) verde-médio Rosa superﬁgg superior

lilds+verde (jovem) superficie inferior
POG-016 Taca _bfege (I|gn|f|_cado) verde-médio Rosa superfllc[e superior
lilas+verde (jovem) superficie inferior

] bege (lignificado) ] superficie superior
POG-017 Irregular lilas+verde (jovem) verde-claro Rosa superficie inferior
POG-019 Irregular 'b,ege (I|gn|f|_cad0) verde-claro Rosa superﬂgg superior

lilds+verde (jovem) superficie inferior

] bege (lignificado) p superficie superior
POG-021 Irregular vermelho (jovem) verde-médio Vermelha superficie inferior
POG-022 Irregular 'b,ege (||gn|f|9ado) verde-médio Rosa superﬂgg superior

lilds+ verde (jovem) superficie inferior

Nas avaliacBes visuais dos géis, a presenca (dusémcia de bandas (0) foram usadas para a
construgdo de uma matriz binéria. A partir destaétculada a porcentagem de polimorfismo
obtido com cada oligonucleotideo utilizado, pororda formula:

P = nbp/ nbtx100
Onde:
P =porcentagem de polimorfismo (ou taxa de polimor6,
nbp=numero de bandas polimérficas;
nbt=numero de bandas total.

A estimativa de similaridade genética (Sgij), ertda par de individuos estimada por meio
do coeficiente de Jaccard empregando o program& B8 2.1 [11]. As similaridades obtidas
foram calculadas empregando-se a seguinte expressao

Sg=a/atb+c

Onde:

a = numero de casos em que ocorre a presenca deefmsmgnamplificado em ambos os
individuos, simultaneamente;

b = nimero de casos em que ocorre a presenca desiiegsomente no individup

¢ = nlmero de casos em que ocorre a presenca deefnbmgsomente no individgo

Os erros associados a cada distancia (1 - Sggfestimados [12], pela seguinte expresséao:

V=nd(1-d)/ n-1
Onde:
V =Variancia da distancia genética entre cada pardieiduos;
n = numero total de fragmentos utilizados na estivaadia distancia genética,
d= dli/szténcia genética entre cada par de individDostro padréo foi estimado pela expressdo
(V/n)™
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A representacao simplificada das similaridadesdalizada pela construgdo de dendrograma
pelo método de agrupamento UPGMA (Unweighted Paiu@® Method Arithmetic Average)
[13], utilizando o programa NTSYS pc 2.1 [11].

Os individuos geneticamente diferentes foram ifleatios a partir da estimativa do valor
minimo de similaridade, valor acima do qual os\fdlios sdo considerados geneticamente
iguais (Sgm ). O Sgm foi estimado por meio do te$61% de probabilidade), utilizando-se a
seguinte expressao [14]:

Sgm=1- (.Ssg
Onde:
t = valor tabelado de t com n-2 graus de libéeda
Ssg= erro médio das comparac@es consideradas no dgadra.

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

Na andlise de RAPD, dos 11 oligonucleotideos atilis, foi gerado um total de 53 produtos
de amplificacdo, com 100% de polimorfismo (TabeélaResultados divergentes ao observado
[15] estudando seis cultivares da espétieablin em que dos 98 produtos de amplificacao
registrados, 16,7% foram monomorficos e 83,3% fguatimorficos.

No trabalho de Wu et al. [16] foi avaliada a diveéasle genética de 16 populacbesRle
cablin por meio de marcadores RAPD e, verificou-se quen c® utilizacdo de 21
oligonucleotideos selecionados, um total de 21gventos foram geradas das quais 169 foram
polimérficas, onde o polimorfismo e a porcentages flagmentos amplificados revelados com
RAPD foram 79,21% e 78,40%, respectivamente, itidicade um alto nivel de diversidade
genética existente entre as populagdes.

O numero de fragmentos amplificados variou de acoaim o oligonucleotideo. Observou-
se que o0 maior numero de fragmentos polimérficdsfdv encontrado pela amplificacéo,
usando-se os oligonucleotideos IDT 3, 4 e 6 (Tabela

Tabela 2: Relagéo do numero de produtos amplifisgolor cada oligonucleotideo (NTB), nimero de
fragmentos polimérficos (NFP) e porcentagem denpoifismo (%), em analise de RAPD, em acessos de
Pogostemon cablin (Blanco) Benth. e Pogostemondaeywrs Benth.

Pogostemorsp.
Oligonucleotideos Sequéncia 5'-3’ NTB NFP %P
IDT 2 CAGGCCCTTC 4 4 100
IDT 3 GTTTCGCTCC 7 7 100
IDT 4 TGATCCCTG G 7 7 100
IDT 6 GTG AGG CGTC 7 7 100
IDT 7 ACC GCG AAG G 4 4 100
IDT 9 CCCAAG GTCC 4 4 100
IDT 10 GGT GCG GGA A 3 3 100
IDT 11 ACG GATCCTG 3 3 100
IDT 12 GAG GATCCCT 5 5 100
IDT 17 ACC TGG ACAC 4 4 100
IDT 19 CCC GGC ATAA 5 5 100
Total - 53 53 100

De acordo com a tabela de estimativas de simildesiayenéticas (Tabela 3), os acessos
POG-006 e POG-019 apresentaram menores similasd§d®0%). Comparando-se as
caracteristicas morfologicas destes acessos, @bsergue ambos apresentam varias diferencas,
como nos aspectos relacionado a cor do caule @acoervura de folhas (Tabela 1). As maiores
similaridades foram observadas entre os pares RIBGeOPOG-022 (93,02%); POG-001 e
POG-016 (85,71%); POG-006 e POG-016 (85,10%).
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Tabela 3: Estimativas de similaridade genéticas®erfabaixo da diagonal) e erro padréo associado a
similaridade (acima da diagonal) entre acessos dgd3temon cablifBlancg Benth e Pogostemon
heyneanus Benth. empregando o Coeficiente de Jhccar

Acessos POG- POG- POG- POG- POG- POG- POG- POG- POG- POG-
001 002 006 014 015 016 017 019 021 022
POG-001 0,08 0,08 0,05 0,13 0,13 0,05 0,12 0,05 050,

POG-002
POG-006 32,00
POG-014 13,33 50,00
POG-015 83,33 54,54 26,31
POG-016 85,71 48,38 85,10 73,33
POG-017 12,90 38,70 14,28 68,96 46,43

0,10 0,10 0,10 0,10 0,09 0,13 0,09 ,090
0,05 0,07 0,13 0,05 0,00 0,05 0,13
0,10 0,12 0,11 0,05 0,11 0,11
0,09 0,09 0,06 900 0,10
0,11 0,05 120, 0,12

0,05 ,110 0,10

POG-019 71,42 95,23 0,00 16,00 23,53 13,79 11,11 0,05 0,05
POG-021 12,12 40,62 13,63 70,00 43,33 77,42 67,74 4,291 0,12
POG-022 13,33 44,82 93,02 65,52 48,15 73,33 58,06 6,001 75,86

Pela analise do dendrograma (Figura 1), nota-eamafdo de quatro grupos, sendo o grupol
formado pelos acessos POG-001 e POG-006, o grujponiado pelos acessos POG-002 e
POG-015, o grupo 3 composto pelos acessos PO@P@E;016, POG-017, POG-021 e POG-
022 e o grupo 4 composto pelo acesso POG-019.

Com base nos erros associados a cada similarida@degessos sdo considerados semelhantes
acima de 77%. Desse modo, os acessos POG-016 e0OPDGr7,42%) apresentam-se
semelhantes, estando posicionados ao lado diriialth de corte (77%).

Analisando as caracteristicas morfologicas quiaditatdos acessos de patchouli do Banco
Ativo de Germoplasma da UFS, observou-se que asasd¢0G-001 e POG-006 apresentam a
auséncia de pélos nas folhas. Essas caracteristaéalogicas ndo foram evidenciadas nos de
mais acessos (Tabela 1).

Analisando-se o dendrograma (Figura 1), obsengueeo acesso POG-001 apresenta uma
similaridade genética maior com o acesso POG-0280)Y3como observado por Blank et al.
[17] com a analise multivariada considerando aslaiidades dos constituintes quimicos do
Oleo essencial de patchouli.

O acesso POG-002 apresentou uma similaridade gamagiior com o POG-015 (54,54%), o
mesmo ocorre com o0s acessos POG-016 e o0 POG-022%)/(Figura 1).

Blank et al. [17] em estudos de caracterizacao igaimie 6leos essenciais destes mesmos
acessos, verificaram que POGO0-016 e POG-021 apaesen similaridades na composicado
gquimica dos Oleos essenciais na segunda e qudkitas, ja que os acessos POG-015 e POG-
022 mostraram similaridade na composi¢cao quimicayg primeira colheita. No entanto, em
estudos de similaridade genética nesta pesquistoraio observadas estas mesmas relacoes.

De acordo com WU et al. [16], a similaridade gerd@amnédo reflete necessariamente
semelhanca ou diferencas nas caracteristicas coonmoposicdo dos O6leos, caracteres
morfolégicos ou caracteristicas agrondmicas, vige em seu trabalho duas populacdes
estudadas foram diferentes nas suas caracteristiogfglogicas, mas geneticamente muito
semelhantes. No entanto, deve-se considerar gaiedaticas morfologicas e de composicao de
Oleos sao altamente influenciadas pelas condig@bgeatais, e que os marcadores moleculares
nédo séo influenciados pelo ambiente.

Estudos posteriores deverdo ser realizados a fimedgificar os fragmentos amplificados
associados a caracteristicas de interesse.



P. S. Santos et al., Scientia Plena 9, 059902 (2013 6

POG-001

POG-006

POG-002

POG-015

POG-014

POG-016

POG-021

POG-022

POG-017

POG-019

T
0.01 0.26 0.51 0.75 1.00
Coeficiente de Jaccard

Figura 1: Dendrograma construido por meio do métdémgrupamento de médias aritméticas ndo
ponderadas (UPGMA) a partir dos valores de simdade genética entre os acessos de Pogostemon
cablin (Blancg Benth e Pogostemon heyneanus Benth.

4. CONCLUSAO

Ha variabilidade genética entre os acessoBapstemon cablie Pogostemon heyneanus
do Banco Ativo de Germoplasma da UFS. Os acessds-0®Q e POG-006 apresentam
similaridade genética e caracteristicas morfol@isamelhantes e diferentes dos demais
acessos, ja que pertencem a espécie distinta desglacessos.
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