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Lippia gracilis (alecrim de tabuleiro) apresenta propriedades eiveds como atividade antimicrobiana,
no tratamento de infeccdes gastrointestinais, nagpias, cutaneas, e destaca-se por apresentar alt
teores de monoterpenos Este trabalho foi realizago o objetivo de caracterizar geneticamente, por
meio de marcadores RAPD, acessod dgracilis do Banco Ativo de Germoplasma da Universidade
Federal de Sergipe. O material vegetal utilizad@ parealizacdo das andlises foram sete acesdos de
gracilis. A extracdo de DNA foi feita por meio do protocdB¥AB. As reacBes de RAPD foram
realizadas utilizando 14 primers (IDT). Com a méffdo de marcadores moleculares foi possivel
quantificar a similaridade genética existente engeacessos de. gracilis, e assim inferir que os sete
acessos estudados séo geneticamente diferentes.

Palavras chaveippia gracilis, planta medicinal e aromética, marcador RAPD, laidiade genética.

Lippia gracilis (alecrim-de-tabuleiro) has medicinal propertiesaamicrobial activity in the treatment
of gastrointestinal infections, respiratory, skimd stands out for having high levels of monoteggen
This work was carried out in order to charactegeaetically through RAPD, accessionsLofgracilis
from the Active Germplasm Bank of the Federal Ursitg of Sergipe. The plant materials used for the
analysis were seven accessionk.afracilis. CTAB protocol was used for DNA extraction. Thactons
were performed using 14 RAPD primers (IDT). Usinglecular markers it was possible to quantify the
genetic similarity between the accessionsLofgracilis, and thus infer that the seven accessions are

genetically different.
Keywords:Lippia gracilis medicinal and aromatic plant, RAPD marker, gensithilarity.

1. INTRODUCAO

O Lippia gracilis pertence a familia Verbenaceae [1] e é conhecdigalarmente como
alecrim-de-tabuleiro [2]. E uma espécie endémiceediio Nordeste e distribui-se amplamente
dentro da caatinga [3]. A espécie apresenta pmgiess medicinais como atividade
antimicrobiana, no tratamento de infec¢cdes gadesiimais, respiratorias, cutaneas, e destaca-
se por apresentar altos teores de monoterpendsgi4ls podem reduzir a ocorréncia de insetos
em produtos armazenados, afetando o crescimerdgendavimento e reproducéo de alguns
insetos herbivoros [5].

A variabilidade genética entre as espécies constifante priméaria dos estudos genéticos e
sem ela ndo seria possivel ocorrer processos satorao adaptacéo e evolugcdo das espécies; e
o0 melhoramento genético. Portanto, o sucesso dgugrgrograma de melhoramento depende,
fundamentalmente, da variabilidade genética doggmitores envolvidos. Esta variabilidade é
gerada por recombinagdo, mutacdo e hibridacdod&stobre a identificacdo e caracterizacdo
da variabilidade genética em plantas medicinais@ainam-se em aspectos fenotipicos, tais
como os caracteres morfologicos; aspectos do DNgews fragmentos, genes mutantes,
cromossomos e, finalmente, marcadores genéticamp quor exemplo: Isoenzimas, PCRs,
RAPDs, RFLPs, AFLPs, SCARs e Microssatélites [6].

A técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA uma técnica relativamente
barata, frente & quantidade de informagBes gemétibtidas em curto prazo, podendo ser
aplicada a qualquer espécie, envolvendo amostraggmslestrutivas e gerando informacdes
interpretaveis geneticamente, atendendo de forpida@s demandas existentes em programas
de conservacao de espécies ameacadas [7]. Esihydafla em analise genética de diversas
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plantas medicinais, tais contgppia sp. [8], Lippia alba[9], Oreganumsp. [10], permitindo
uma boa discriminacdo dos materiais estudados.

Assim, este trabalho foi realizado com o objetieocdracterizar geneticamente, por meio de
marcadores RAPD, acessosldlepia gracilis Schauer.

2. MATERIAL E METODOS

O material vegetal utilizado para a realizacdo aladlises de RAPD foram 0s acessos:
LGRA-106, LGRA-107, LGRA-108, LGRA-109, LGRA-110,ARA-201, LGRA-202 de
Lippia gracilis Schauer coletados do Banco Ativo de Germoplasmigadanda Experimental
“Campus Rural” (Universidade Federal de Sergipd-S|US&o Cristovao-SE). Foram coletadas
folhas tenras de cada acesso, acondicionadas ee) gentidas a baixas temperaturas e
transportadas ao Laboratorio de Cultura de Tecidddelhoramento Vegetal da UFS, onde
foram mantidas em freezer (-20°C) até o0 momengudaxtracao.

A extracdo de DNA [11] foi realizada utilizando dlg folhas. Estas foram maceradas em
almofariz contendo 10mL de tamp&o CTAB 2% [Cetihatil brometo de aménio; Cloreto de
sédio (NaCl) 1,4mM; Tris 1mM pH 8,0; Polivinilpitidona (PVP) 1%)] e 2@ de B-
mercaptoetanol. Posteriormente, este materiaéf@ido ao banho-maria por 60 minutos a 65°C.
ApO6s o periodo de incubacdo, as amostras pasgawaram processo de purificagdo, onde
1.00QuL de cada amostra foram colocadas em tubos tipengjgpf contendo 1.00Q de
cloroférmio: &lcool isoamilico (24:1). As amostfasam homogeneizadas por meio de lentas
inversdes e centrifugada a 13.200 rpm por 30 minuto

O sobrenadante obtido foi coletado e removido, oamuxilio de uma micropipeta, para um
tubo contendo 750 de &lcool:acetato de ambnio. As amostras foramtioes em freezer por
24 horas para a precipitacdo do DNA. Apos, estesrfacentrifugadas a 13.200 rpm por 10
minutos e ao precipitado foram adicionados 200u ketdaol, deixando-se mais 10 minutos em
temperatura ambiente e uma nova centrifugacdo dalizada. Em seguida, o alcool foi
descartado e o precipitado colocado para secanifepDNA foi solubilizado em 50 de TE
(Tris HCL 10mM, ph 8,0; EDTA 1mM).

A avaliacdo da qualidade do DNA foi realizada etdgeagarose a 1% em TBE 0,5X (Tris —
Borato — EDTA). O gel foi submetido a eletroforgge 60 minutos e em seguida corado em
Brometo de etidio (0,pg/mL) e visualizado sob luz ultra-violeta.

As reacdes de RAPD foram realizadas utilizando #hegrs (oligonucleotideos) da marca
IDT (Integrated DNA Technologies). Estas foram amidas em termociclador Uniscience
Biometra Tpersonal, em um volume de 13pL (2,92ulagea ultra-pura; 1,30uL de tampé&o
PCR 10X; 1pL de cloreto de magnésio 50mM; 1,04pdeP 2,5mM; 1,04uL de BSA - Soro
Albumina Bovina; 0,2uL da enzima Tagq DNA polimerag®uL do oligonucleotidio iniciador
e 3uL do DNA gendmico) e submetidas a 45 cicloardplificagdo apds a desnaturacgéo inicial
a 94°C por 2 minutos. Cada ciclo foi constituido td&s temperaturas: 15 segundos para
desnaturacéo a 94°C, 30 segundos para anelamewot@gdoucleotideo a 42°C, e 30 segundos
para a extensdo da fita de DNA a 72°C. Ao final 4lb<iclos foi realizada uma extenséo final
de 2 minutos a 72°C.

Os produtos da amplificagcdo foram separados potrofdeese em cuba horizontal,
utilizando-se gel de agarose 1% em tampdo TBE (B52Q0V por 60 minutos. Em seguida, o
gel foi corado com brometo de etidio (0,5ug/mL) Aér a 15 minutos e os produtos da
amplificacdo visualizados e fotografados sob lavioleta.

Nas avaliacBes visuais dos géis, a presenca (adusémcia de bandas (0) foram usadas para a
construcdo de uma matriz binaria. A partir desta fealculada a porcentagem de polimorfismo
obtido com cada oligonucleotideo utilizado, pororda formula:

P =nbp/nbtx100
onde:
P =porcentagem de polimorfismo (ou taxa de polimoréigm

nbP=nimero de bandas polimérficas;
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nbt=namero de bandas total.

A estimativa de similaridade genétic‘i‘ﬁo, entre cada par de individuos ldepia gracilis
foi calculada por meio do coeficiente de Jaccargregando o programa NTSYS pc 2.1 [12].
As similaridades obtidas foram calculadas empreg@eda seguinte expressao:

Sg =aa+b+c
Onde:

a= numero de casos em que ocorre a presenca da bandambos os individuos,
simultaneamente;

b= numero de casos em que ocorre a presenca da lmameats no individud;
C = namero de casos em que ocorre a presenca dasmndate no individud .

Os erros associados a cada distémcia%%lj -) foram estimados segundo [13], pela seguinte
expressao:
V=ndl-d)/n-1
Onde:
V =Variancia da distancia genética entre cada pamdieiduo;
N = numero total de bandas utilizadas na estimativ@gistancia genética;

d = distancia genética entre cada par de individuoerf® padrdo foi estimado pela

expresséc(v/ n)*?,

A representacdo simplificada das similaridades fealizada pela construcdo de
dendrogramas pelo método de agrupamento UPGMA (lghtesl Pair-Group Method
Arithmetic Average) [14], utilizando o programa NS pc2.1 [12].

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 (ng). 0 S9Mfoi estimado por meio do teste t (0,1% de proldule), utilizando-se a
seguinte expressao [15]:

Sgm=1-( Q)
Onde:
t = valor tabelado de t com n-2 graus de liberdade
Ssg_

erro médio das comparacdes consideradas no dgadra.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A caracterizacdo genética depia gracilis Schauer foi realizada com a utilizacdo de 13
oligonucleotideos. No total foram gerados 69 proslate amplificacdo, com uma média de 4,9
fragmentos por oligonucleotideo. Destes, 48 fragaseforam polimorficos, ou seja, 69,5% de
polimorfismo (Tabela 1), resultado semelhante aentado por [9] estudando a espégjpia
alba (70,5%). Caracterizando 27 acessos desta mesmaieedfié] constataram valor de
polimorfismo superior (86,8%) ao encontrado nestdslhos.

O numero de fragmentos polimoérficos variou de 0,aséndo o oligonucleotideo que
apresentou maior niumero de fragmentos polimérficti3T 13 (6) e 0 que apresentou menor o
IDT 9 (0).
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Tabela 1: Relacao do numero de produtos amplifisgalra cada oligonucleotideo (NTB), nimero de

fragmentos polimoérficos (NFP) e porcentagens dewypmifismo (%P), em analise de RAPD, em acessos
de Lippia gracilis Schaeur.

Oligonu- Sequéncia 5’-3’ Lippia gracilis Schauer

cleotideos NTB NBP %P
IDT 1 CAGGCCCTTC 5 3 60,0
IDT 2 TGC CGAGCT G 6 2 33,3
IDT 3 GTTTCGCTCC 7 5 71,4
IDT 4 TGATCCCTG G 3 3 100,0
IDT5 TTC GAG CCA G 3 3 100,0
IDT 6 GTG AGG CGTC 6 3 50,0
IDT 7 ACC GCG AAG G 5 3 60,0
IDT 8 GGA CCC AACC 4 4 100,0
IDT 9 CCCAAG GTCC 1 0 0,0
IDT 10 GGT GCG GGA A 4 3 75,0
IDT 12 GAG GATCCCT 6 5 83,3
IDT 13 CTACGG AGG A 6 6 100,0
IDT 14 GGC ACT GAG G 7 3 42,8
IDT 18 GGA GGA GAG G 6 5 83,3
Total - 69 48 69,5

A similaridade média entre os acessos foi de 44,22%rro padrdo médio foi de 6% e a
amplitude das similaridades variou de 15,15 a P5,4@s acessos mais semelhantes foram:

LGRA-109 e LGRA-201 (75,47 + 0,06); e os mais dpestes: LGRA-108 e LGRA-110

(Tabela 2).

Tabela 2: Matriz de similaridade genética (abaiadlagonal) e erro padrédo estimado (acima da

diagonal) entre os 7 acessos de Lippia gracilisaben.

LGRA — LGRA — LGRA — LGRA — LGRA — LGRA — LGRA —
106 107 108 109 110 201 202
LGRA - 106
0,07 0,06 0,07 0,07 0,07 0,07

LGRA - 107 42,50 0,06 0,07 0,07 0,07 0,07
LGRA - 108 30,55 24,32 0,06 0,05 0,06 0,07
LGRA - 109 52,66 50,00 23,68 0,07 0,06 0,07
LGRA -110 32,43 45,45 15,15 44,11 0,07 0,07
LGRA - 201 53,84 59,45 22,50 75,47 59,37 0,06
LGRA — 202 47,61 52,50 34,21 55,00 39,47 68,42

A avaliagdo da linha de corte (0,89) realizada peio do teste t de Student a 1% de
probabilidade, denominado valor minimo de similadiel (Figura 1), acima do qual os
individuos sé@o considerados geneticamente semethftl], permite inferir que os individuos

analisados sdo divergentes, confirmando os dadsisnilaridade genética.
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Figura 1: Dendrograma da similaridade genéticeeenticessos deappia gracilis Schauer.

4. CONCLUSAO

Com a utilizacdo de marcadores moleculares RAPIpdssivel quantificar a similaridade
genética existente entre os acessod.igpia gracilis Schauer, e assim inferir que os sete
acessos estudados sdo geneticamente diferentes.
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