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______________________________________________________________________ 
Lippia gracilis (alecrim de tabuleiro) apresenta propriedades medicinais como atividade antimicrobiana, 
no tratamento de infecções gastrointestinais, respiratórias, cutâneas, e destaca-se por apresentar altos 
teores de monoterpenos Este trabalho foi realizado com o objetivo de caracterizar geneticamente, por 
meio de marcadores RAPD, acessos de L. gracilis do Banco Ativo de Germoplasma da Universidade 
Federal de Sergipe. O material vegetal utilizado para a realização das análises foram sete acessos de L. 
gracilis. A extração de DNA foi feita por meio do protocolo CTAB. As reações de RAPD foram 
realizadas utilizando 14 primers (IDT). Com a utilização de marcadores moleculares foi possível 
quantificar a similaridade genética existente entre os acessos de L. gracilis, e assim inferir que os sete 
acessos estudados são geneticamente diferentes. 
Palavras chave: Lippia gracilis, planta medicinal e aromática, marcador RAPD, similaridade genética. 

Lippia gracilis (alecrim-de-tabuleiro) has medicinal properties as antimicrobial activity in the treatment 
of gastrointestinal infections, respiratory, skin, and stands out for having high levels of monoterpenes. 
This work was carried out in order to characterize genetically through RAPD, accessions of L. gracilis 
from the Active Germplasm Bank of the Federal University of Sergipe. The plant materials used for the 
analysis were seven accessions of L. gracilis. CTAB protocol was used for DNA extraction. The reactions 
were performed using 14 RAPD primers (IDT). Using molecular markers it was possible to quantify the 
genetic similarity between the accessions of L. gracilis, and thus infer that the seven accessions are 
genetically different. 
Keywords: Lippia gracilis, medicinal and aromatic plant, RAPD marker, genetic similarity. 

______________________________________________________________________ 

1. INTRODUÇÃO 

  O Lippia gracilis pertence à família Verbenaceae [1] e é conhecida popularmente como 
alecrim-de-tabuleiro [2]. É uma espécie endêmica da região Nordeste e distribui-se amplamente 
dentro da caatinga [3]. A espécie apresenta propriedades medicinais como atividade 
antimicrobiana, no tratamento de infecções gastrointestinais, respiratórias, cutâneas, e destaca-
se por apresentar altos teores de monoterpenos [4]. Estes podem reduzir a ocorrência de insetos 
em produtos armazenados, afetando o crescimento, desenvolvimento e reprodução de alguns 
insetos herbívoros [5]. 

A variabilidade genética entre as espécies constitui a fonte primária dos estudos genéticos e 
sem ela não seria possível ocorrer processos naturais como adaptação e evolução das espécies; e 
o melhoramento genético. Portanto, o sucesso de qualquer programa de melhoramento depende, 
fundamentalmente, da variabilidade genética dos progenitores envolvidos. Esta variabilidade é 
gerada por recombinação, mutação e hibridação. Estudos sobre a identificação e caracterização 
da variabilidade genética em plantas medicinais concentram-se em aspectos fenotípicos, tais 
como os caracteres morfológicos; aspectos do DNA e seus fragmentos, genes mutantes, 
cromossomos e, finalmente, marcadores genéticos, como por exemplo: Isoenzimas, PCRs, 
RAPDs, RFLPs, AFLPs, SCARs e Microssatélites [6]. 

A técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) é uma técnica relativamente 
barata, frente à quantidade de informações genéticas obtidas em curto prazo, podendo ser 
aplicada a qualquer espécie, envolvendo amostragens não-destrutivas e gerando informações 
interpretáveis geneticamente, atendendo de forma rápida às demandas existentes em programas 
de conservação de espécies ameaçadas [7]. Esta já foi usada em análise genética de diversas 
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plantas medicinais, tais como Lippia sp. [8], Lippia alba [9], Oreganum sp. [10], permitindo 
uma boa discriminação dos materiais estudados. 

Assim, este trabalho foi realizado com o objetivo de caracterizar geneticamente, por meio de 
marcadores RAPD, acessos de Lippia gracilis Schauer. 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

O material vegetal utilizado para a realização das análises de RAPD foram os acessos: 
LGRA-106, LGRA-107, LGRA-108, LGRA-109, LGRA-110, LGRA-201, LGRA-202 de 
Lippia gracilis Schauer coletados do Banco Ativo de Germoplasma da Fazenda Experimental 
“Campus Rural” (Universidade Federal de Sergipe - UFS, São Cristóvão-SE). Foram coletadas 
folhas tenras de cada acesso, acondicionadas em gaze, mantidas a baixas temperaturas e 
transportadas ao Laboratório de Cultura de Tecidos e Melhoramento Vegetal da UFS, onde 
foram mantidas em freezer (-20ºC) até o momento da sua extração. 

A extração de DNA [11] foi realizada utilizando 1g de folhas. Estas foram maceradas em 
almofariz contendo 10mL de tampão CTAB 2% [Cetil trimetil brometo de amônio; Cloreto de 
sódio (NaCl) 1,4mM; Tris 1mM pH 8,0; Polivinilpirrolidona (PVP) 1%)] e 20µL de β-
mercaptoetanol. Posteriormente, este material foi levado ao banho-maria por 60 minutos a 65°C. 
Após o período de incubação, as amostras passaram por um processo de purificação, onde 
1.000µL de cada amostra foram colocadas em tubos tipo eppendorf contendo 1.000µL de 
clorofórmio: álcool isoamílico (24:1). As amostras foram homogeneizadas por meio de lentas 
inversões e centrifugada a 13.200 rpm por 30 minutos. 

O sobrenadante obtido foi coletado e removido, com o auxílio de uma micropipeta, para um 
tubo contendo 750µL de álcool:acetato de amônio. As amostras foram mantidas em freezer por 
24 horas para a precipitação do DNA. Após, estas foram centrifugadas a 13.200 rpm por 10 
minutos e ao precipitado foram adicionados 200µL de etanol, deixando-se mais 10 minutos em 
temperatura ambiente e uma nova centrifugação foi realizada. Em seguida, o álcool foi 
descartado e o precipitado colocado para secar. Depois, o DNA foi solubilizado em 50µl de TE 
(Tris HCL 10mM, ph 8,0; EDTA 1mM). 

A avaliação da qualidade do DNA foi realizada em gel de agarose a 1% em TBE 0,5X (Tris – 
Borato – EDTA). O gel foi submetido à eletroforese por 60 minutos e em seguida corado em 
Brometo de etídio (0,5 µg/mL) e visualizado sob luz ultra-violeta.  

As reações de RAPD foram realizadas utilizando 14 primers (oligonucleotídeos) da marca 
IDT (Integrated DNA Technologies). Estas foram conduzidas em termociclador Uniscience 
Biometra Tpersonal, em um volume de 13µL (2,92µL de água ultra-pura; 1,30µL de tampão 
PCR 10X; 1µL de cloreto de magnésio 50mM; 1,04µL de dNTP 2,5mM; 1,04µL de BSA - Soro 
Albumina Bovina; 0,2µL da enzima Taq DNA polimerase; 2,5µL do oligonucleotídio iniciador 
e 3µL do DNA genômico) e submetidas a 45 ciclos de amplificação após a desnaturação inicial 
a 94°C por 2 minutos. Cada ciclo foi constituído de três temperaturas: 15 segundos para 
desnaturação a 94°C, 30 segundos para anelamento do oligonucleotídeo a 42°C, e 30 segundos 
para a extensão da fita de DNA a 72°C. Ao final dos 45 ciclos foi realizada uma extensão final 
de 2 minutos a 72°C. 

Os produtos da amplificação foram separados por eletroforese em cuba horizontal, 
utilizando-se gel de agarose 1% em tampão TBE 0,5X, a 100V por 60 minutos. Em seguida, o 
gel foi corado com brometo de etídio (0,5µg/mL) por 10 a 15 minutos e os produtos da 
amplificação visualizados e fotografados sob luz ultravioleta. 

Nas avaliações visuais dos géis, a presença (1) e a ausência de bandas (0) foram usadas para a 
construção de uma matriz binária. A partir desta foi a calculada a porcentagem de polimorfismo 
obtido com cada oligonucleotídeo utilizado, por meio da fórmula:  

 
100×= nbtnbpP  

 onde: 
 =P porcentagem de polimorfismo (ou taxa de polimorfismo);  

=nbp número de bandas polimórficas;  
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=nbt número de bandas total. 

A estimativa de similaridade genética (ijSg ), entre cada par de indivíduos de Lippia gracilis 
foi calculada por meio do coeficiente de Jaccard empregando o programa NTSYS pc 2.1 [12]. 
As similaridades obtidas foram calculadas empregando-se a seguinte expressão: 

 
cbaaSgij ++=  

Onde: 

=a número de casos em que ocorre a presença da banda em ambos os indivíduos, 
simultaneamente;  

=b número de casos em que ocorre a presença da banda somente no indivíduo i ; 

 =c  número de casos em que ocorre a presença da banda somente no indivíduo j . 

Os erros associados a cada distância (1 - ijSg
) foram estimados segundo [13], pela seguinte 

expressão:  
1)1(. −−= nddnV  

Onde: 
 =V Variância da distância genética entre cada par de indivíduo;  

=n  número total de bandas utilizadas na estimativa da distância genética;  
=d  distância genética entre cada par de indivíduo. O erro padrão foi estimado pela 

expressão ( ) 21nV . 
A representação simplificada das similaridades foi realizada pela construção de 

dendrogramas pelo método de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair-Group Method 
Arithmetic Average) [14], utilizando o programa NTSYS pc2.1 [12].  

Os indivíduos geneticamente diferentes foram identificados a partir da estimativa do valor 
mínimo de similaridade, valor acima do qual os indivíduos são considerados geneticamente 

iguais (Sgm). O Sgm foi estimado por meio do teste t (0,1% de probabilidade), utilizando-se a 
seguinte expressão [15]:  

).(1 sgStSgm −=  
Onde: 
 t = valor tabelado de t com n-2 graus de liberdade, 
Ssg= erro médio das comparações consideradas no dendrograma. 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A caracterização genética de Lippia gracilis Schauer foi realizada com a utilização de 13 
oligonucleotídeos. No total foram gerados 69 produtos de amplificação, com uma média de 4,9 
fragmentos por oligonucleotídeo. Destes, 48 fragmentos foram polimórficos, ou seja, 69,5% de 
polimorfismo (Tabela 1), resultado semelhante ao observado por [9] estudando a espécie Lippia 
alba (70,5%). Caracterizando 27 acessos desta mesma espécie [16] constataram valor de 
polimorfismo superior (86,8%) ao encontrado nestes trabalhos.  

O número de fragmentos polimórficos variou de 0 a 6, sendo o oligonucleotídeo que 
apresentou maior número de fragmentos polimórficos o IDT 13 (6) e o que apresentou menor o 
IDT 9 (0). 
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Tabela 1: Relação do número de produtos amplificados para cada oligonucleotídeo (NTB), número de 
fragmentos polimórficos (NFP) e porcentagens de polimorfismo (%P), em análise de RAPD, em acessos 

de Lippia gracilis Schaeur. 

Oligonu-
cleotídeos 

Sequência 5’-3’ Lippia gracilis Schauer 

NTB NBP %P 

IDT 1 CAG GCC CTT C 5 3 60,0 

IDT 2 TGC CGA GCT G 6 2 33,3 

IDT 3 GTT TCG CTC C 7 5 71,4 

IDT 4 TGA TCC CTG G 3 3 100,0 

IDT 5 TTC GAG CCA G 3 3 100,0 

IDT 6 GTG AGG CGT C 6 3 50,0 

IDT 7 ACC GCG AAG G 5 3 60,0 

IDT 8 GGA CCC AAC C 4 4 100,0 

IDT 9 CCC AAG GTC C 1 0 0,0 

IDT 10 GGT GCG GGA A 4 3 75,0 

IDT 12 GAG GAT CCC T 6 5 83,3 

IDT 13 CTA CGG 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%, o erro padrão médio foi de 6% e a 

amplitude das similaridades variou de 15,15 a 75,47%. Os acessos mais semelhantes foram: 
LGRA-109 e LGRA-201 (75,47 ± 0,06); e os mais divergentes: LGRA-108 e LGRA-110 
(Tabela 2).  

 
 
Tabela 2: Matriz de similaridade genética (abaixo da diagonal) e erro padrão estimado (acima da 

diagonal) entre os 7 acessos de Lippia gracilis Schauer. 
 

 LGRA – 
106 

LGRA – 
107 

LGRA – 
108 

LGRA – 
109 

LGRA – 
110 

LGRA – 
201 

LGRA – 
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 avaliação da linha de corte (0,89) realizada por meio do teste t de Student a 1% de 

probabilidade, denominado valor mínimo de similaridade (Figura 1), acima do qual os 
indivíduos são considerados geneticamente semelhantes [15], permite inferir que os indivíduos 
analisados são divergentes, confirmando os dados de similaridade genética.  
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Figura 1: Dendrograma da similaridade genética entre 7 acessos de Lippia gracilis Schauer. 

4. CONCLUSÃO 

Com a utilização de marcadores moleculares RAPD foi possível quantificar a similaridade 
genética existente entre os acessos de Lippia gracilis Schauer, e assim inferir que os sete 
acessos estudados são geneticamente diferentes.     
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