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ROCHA, Daniel Sarto. Divergéncia genética e quimica em germoplasma de Lippia alba
utilizando marcadores microssatélites e 6leo essencial, 83p. Dissertacdo (Mestrado em

Genética, Melhoramento Genético Vegetal e Biotecnologia) — Pos-Graduacdo-1AC.

RESUMO

A espécie Lippia alba pertence a um grupo de plantas medicinais e aromaticas mais populares
e importantes do Brasil. Esta planta é utilizada como sedativo, antidepressivo e possui
propriedades analgésicas. Das suas folhas se extrai o 6leo essencial o qual contém varios
componentes e apresenta variacdo qualitativa e quantitativa. Devido a sua importancia,
potencial para cultivo e por ser uma das espécies que esta na lista das medicinais recomendadas
pela ANVISA, é necessario a implantacdo e caracterizacdo de bancos de germoplasma. O
presente estudo teve como objetivo caracterizar a divergéncia genética e quimica de acessos de
L. alba. O banco de germoplasma estudado é composto no total por 90 acessos, 69 acessos sdo
oriundos do banco da Universidade Federal de Sergipe (UFS) e 21 acessos sdo oriundos do
banco do Instituto Agrondmico de Campinas (IAC). Para acessar a diversidade genética,
primeiramente, foi construida uma nova biblioteca gendmica enriquecida com microssatélites
e como resultado foi obtido 9 iniciadores e também foram utilizados 11 iniciadores ja
publicados. No total 20 iniciadores foram utilizados para genotipar os 90 acessos com um
genotipador automatico (LI-COR). Dentre os 20 iniciadores otimizados, 11 iniciadores foram
polimérficos, amplificando em temperaturas de 56° C (sem gradiente), 55° e 52°C (com
gradiente). Foram encontrados 41 alelos no total, considerando os dois grupos (UFS e IAC),
com nimero médio de alelos global de 3,73. Foram encontrados 10 alelos privados, ou seja,
observados em apenas um dos dois grupos. A riqueza alélica média foi de 3,137. A
heterozigosidade média esperada (He) de 0,435 foi maior que a heterozigosidade média
observada (Ho) de 0,265, indicando que a maioria dos locos ndo se encontram em EHW, o que
é esperado para acessos provenientes de banco de germoplasma, e para espécies de reproducéo
vegetativa. Verificou-se que ha endogamia intragrupos pelo parametro estimado Gis (0,395). O
valor do Gst’ (0,041) foi baixo, evidenciando baixa diferenciag@o entre 0s grupos (UFS e IAC).
Os resultados da analise da estrutura genética mostraram que houve formacao de dois grupos

representados pela cor vermelha e verde. Dos 69 acessos doados pela UFS, 36,2% (25 acessos)
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foram alocados no grupo vermelho e 63,8% (44 acessos) foram alocados no grupo verde. Dos
acessos IACs (21), 71,4% (15 acessos) foram alocados no grupo vermelho e 28,6% foram
alocados no grupo verde. Para caracterizacdo quimica, os 6leos essenciais foram extraidos
usando folhas secas, com o método de hidrodestilacdo e analise em cromatografo gasoso
acoplado ao espectrometro de massa. A identificacdo dos componentes foi realizada atraves da
comparacdo dos seus espectros de massa com o banco de dados do sistema e a comparagédo dos
indices de retencdo com aqueles da literatura. A caracterizagdo quimica revelou quatro grupos
quimicos correspondentes aos compostos majoritarios dos oOleos essenciais: Grupo 1 citral
(neral e geranial); Grupo 2 carvona; Grupo 3 mirceno, representado por apenas um acesso; e 0
Grupo 4 linalol. O teor de 6leo calculado com base na massa de folhas secas apresentou uma
grande divergéncia, sendo que o acesso LA-72 obteve 2,89% de teor de dleo enquanto 0 acesso
LA-51 obteve teor de Oleo de 0,45%. Foi aplicado o teste de Mantel para as matrizes de
distancias genéticas e distancias quimicas e obteve um valor significativo de 0,3585. Os
resultados desse trabalho fornecerdo subsidios para a conservacdo desses recursos genéticos

vegetais e para o desenvolvimento de programas de pré-melhoramento e melhoramento.

Palavras-chave: diversidade genética, plantas medicinais, marcadores molecuares, compostos

majoritarios, banco de germoplasma.



ROCHA, Daniel Sarto. Genetic and chemical divergence in germplasm of Lippia alba using
microsatellites and essential oil, 83p. Thesis (Master in Genetic, Plant Breending and

Biotechnology) — Post Graduate — 1AC.

ABSTRACT

The species Lippia alba belongs to one of the most popular and important group of medicinal
and aromatic plants of Brazil. This plant is used as sedative, antidepressant and it has analgesic
properties. From their leaves is extracted essential oil, which contains several components and
presents quantitative and qualitative variation. Due to its importance, potential for cultivation
and for being one of the species that are in the list of medicinal plants recommended by
ANVISA, it is necessary the implementation and characterization of germplasm banks. This
study aimed to characterize the genetic and chemical divergence of L. alba accessions. The
germplasm studied comprises 90 accessions, of which 69 accessions are from Universidade
Federal de Sergipe (UFS) germplasm bank and 21 accessions are from Instituto Agronémico
de Campinas (IAC) germplasm bank. To access the genetic diversity it was constructed a simple
sequence repeat (SSR)-enriched genomic library which resulted in the description of nine new
SSR primers. In addition with 11 primers already available in literature. In total 20 SSR primers
were used for screening genetic diversity on automated DNA sequencer LI-COR. Among these,
11 SSR primers were polymorphic, amplifying in temperature of 56° C (without gradient), 55°
and 52° C (with gradient). A total of 41 alleles were found and 10 private alleles were observed
in only one of the two germplasm banks. The mean number of alleles per locus was 3.83, and
the average allele richness was 3.137. The mean expected heterozygosity (He= 0.435) was
higher than the mean observed heterozigosity (Ho = 0.265), indicating that most of loci were
not in expectation as in the Hardy-Weinberg equilibrium, which is expected for accessions from
germplasm bank, and for vegetative reproduction species. The accessions showed large intra-
group endogamy by (Gis =0.395), and the Gst’ value (0.041) suggests low inter-group
differentiation between UFS and IAC germplasm. The results from genetic structure analysis
showed the formation of two groups, both containing accessions from the two germplasm
banks, corroborating the low divergence between UFS and IAC accessions. For chemical
characterization, essential oil was extracted from dried leaves by hydrodistillation and analyzed
by gas chromatography with mass spectrometer. The identification of the components was
performed by comparison of their mass spectra with the database system and the comparison
of retention indices with those of the literature. The chemical characterization revealed four
chemical groups corresponding to the major compounds of essential oils: Group 1 citral (neral
and geranial); Group 2 carvone; Group 3 myrcene, represented by only one access, and Group
4 linalool. The oil content calculated based on the mass of dried leaves showed a wide range,
with LA-72 accession showing 2.89% of oil content while the LA-51 accession showing a
content of 0.45% oil. The Mantel test for matrices of genetic distances and chemical distances
showed a significative correlation coefficient of 0.3585. The results of this study will provide
support to conservation of plant genetic resources and to development of pre-breeding and
breeding programs of L. alba.



Keywords: genetic diversity, medicinal plants, molecular markers, major compounds,
germplasm bank.
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1 INTRODUCAO

As espeécies de plantas medicinais e aromaticas vém ganhando destaque nacional, onde
0 Brasil apresenta uma grande biodiversidade, pela importancia dos seus principios
fitoterapicos e também pela importancia dos seus 6leos essenciais, 0s quais sdo usados pelas
industrias farmacéuticas, de cosméticos e alimenticias. Algumas espécies vegetais produzem
Oleos essenciais, incluindo nesse contexto espécies como Cymbopogon nardus G.,
Cymbopogon citratus (DC.) Stapf., Artemisia annua L. e Lippia alba (Mill.) N.E. Brown. Esta
ultima, bastante utilizada popularmente como sedativa, antidepressiva e analgésica pertence ao
género Lippia, que compreende aproximadamente 200 espécies, incluindo outras espécies de
importancia como, por exemplo, a Lippia gracilis e Lippia sidoides.

Os oOleos essenciais sdo produzidos pelas plantas via metabolismo secundario e séo
compostos principalmente por monoterpenos e sesquiterpenos. H& variacdo qualitativa e
guantitativa dos seus compostos devido aos fatores genéticos das plantas e aos fatores
ambientais. Portanto, é essencial conhecer essas variacbes quando se pretende explorar
economicamente essas espécies, seja através do cultivo ou através da exploracdo sustentavel
dos recursos genéticos (VIEIRA & AGOSTINI-COSTA, 2007). Sendo assim, a caracterizagcdo
da divergéncia genética e quimica gera informacGes importantes ao manejo de banco de
germoplasma visando o pré-melhoramento, melhoramento genético e a conservacao da espécie.

A instalacdo de bancos de germoplasma para espécies nativas é importante porque estas
espécies possuem elevada adaptacdo ecoldgica e estdo associadas aos padrdes culturais locais,
nos quais se destacam fruteiras, esséncias florestais, plantas medicinais, raizes e tubérculos,
plantas industriais, dentre outras. O objetivo da instalacdo desses bancos € desenvolver
tecnologias para a domesticacdo e a identificacdo do potencial dessas espécies. (QUEIROZ &
LOPES, 2007).

A importancia dos 0leos essenciais, considerando os 6leos de outras espécies, pode ser
notada pela expressdo de US$ 2,8 bilhdes no mercado internacional, segundo dados da FAO
(2010). O Brasil tem uma pequena participacdo nesse montante, mas as suas exportacdes tém
aumentado desde o ano de 2000 (Figura 1).



Exportacdes
90000
80000
70000
60000
50000
40000
30000
20000
10000

Toneladas de oleo essencial

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011
Anos

Fonte: FAOSTAT (2011)

Figura 1: ExportacOes brasileiras de 6leos essenciais em toneladas desde o ano de 2000 até o
ano de 2011.

Devido ao interesse da industria farmacéutica e da industria de cosméticos nos
constituintes quimicos presentes nelas e também em seus dleos essenciais, plantas medicinais
e aromaticas tem destacada importancia socioeconémica, e segundo MING et al. (2012) a
demanda por esses produtos fitoterapicos pode aumentar, em consequéncia da divulgacdo da
lista de plantas medicinais pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), de acordo
com a Resolucdo RDC No10, de 09 de margo de 2010 que regulamenta o uso dessas plantas.
No entanto, estudos a respeito da diversidade genética, biologia reprodutiva e analise dos
constituintes quimicos ainda séo relativamente escassos (BOTTIGNON, 2009).

O presente trabalho visa agregar mais estudos relacionados a diversidade, a
caracterizacdo quimica para posterior utilizacdo em programas de melhoramento e também a
conservacdo de recursos genéticos. Os objetivos especificos desse estudo foram: (a)
Desenvolver e otimizar marcadores microssatélites especificos para Lippia alba; (b) Estudar a
estrutura e diversidade genética do banco de germoplasma de Lippia alba e (¢) Caracterizar os

0Oleos essenciais do banco de germoplasma de Lippia alba.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Lippia alba (Mill.) N. E. Brown

Cerca de 200 espécies pertencem ao género Lippia, cujas caracteristicas sdo plantas de
porte arbustivo e subarbustivo, que apresentam folhas geralmente com tricomas glandulares,
com inflorescéncias parciais capituliformes ou espiciformes axilares, com, bracteas que podem
ser verdes ou coloridas, e corolas podendo apresentar coloragdo branca, résea, magenta, lilas
ou amarela (SALIMENA, 2000). Os principais centros de diversidade do género Lippia no
Brasil, segundo SALIMENA (2002), sdo a Cadeia do Espinhaco (Minas Gerais) e a Chapada
Diamantina (Bahia).

L. alba € uma espécie medicinal e aromética conhecida por muitos nomes: erva cidreira
do campo, alecrim do campo, erva cidreira brasileira, alecrim selvagem, cidrdo, cidreira brava,
falsa melissa, salva do Brasil e prontoalivio (MING, 1992; SILVA & SALIMENA, 2002;
UNCTAD /BIOTRADE FACILITATION PROGRAMME, 2005). Pertencente a Verbenaceae,
familia a qual inclui outras muitas espécies importantes, como Aloysia triphylla (L H’erit.)
Britt., Verbena officinalis L., Lippia sidoides Cham., Lippia gracilis Schauer, etc.

E um arbusto perene muito ramificado, com as brotacdes novas eretas, que tendem a
ficar arqueadas com o crescimento, chegando a encostar-se ao solo, onde normalmente
enraizam, formando moitas de 1,5 a 2,0 metros de altura. Suas folhas s&0 membranéceas,
pecioladas, pubescentes, opostas cruzadas ou alternadas, com limbo foliar que pode apresentar
varias formas, com apice pontiagudo, cuneiforme ou base decumbente e bordas serrilhadas ou
crenadas (exceto na base). Seu fruto é do tipo esquizocarpico, ou seja, apresenta dois mericarpos
unisseminados que se separam quando maduros (SILVA JUNIOR, 1998; SALIMENA, 2000;
HENNEBELLE et al., 2008). Cresce em solos arenosos e nas margens dos rios, acudes, lagos
e lagoas, em regides de clima tropical, sub-tropical e temperado (STEFANINI et al., 2002).
Apresenta varias sinonimias como L. germinata, L. microphylla Griseb, L. germinata H.B.K.,
L. globiflora Kuntze, L. lantanoides Coult, Lantana alba Mill e Phyla germinata H.B.K.

Segundo YAMAMOTO (2006) e SCHOCKEN (2007), esta espécie apresenta sistema
de reproducdo por polinizacdo cruzada predominante, com auto-incompatibilidade e flores
hermafroditas. Na literatura sdo encontradas diversas aplicaces terapéuticas para L. alba.
Dentre as plantas utilizadas na medicina popular, L. alba é uma das mais frequentemente

citadas, destacando-se seus principais usos: combate a problemas digestivos e respiratorios,



atividades sedativas e cardiovasculares (OLIVEIRA et al., 2006), combate a problemas de pele
(HENNEBELLE et al., 2008) e problemas hepéticos (DI STASI et al., 1989), diminuicdo de
sintomas de dor de garganta e gripe (FRANCO & BARROS, 2006), e acdo anti-inflamatdria
(DO VALE et al., 2002). Segundo SOUSA et al. (2009), o extrato aquoso de L. alba tem efeito
na reducdo da germinacdo de sementes de Lactuca sativa (alface), sendo constatado efeito
biocida (nenhuma germinacdo observada) em maiores concentragdes do extrato. O estudo
também revelou um possivel efeito citotdxico pela redugdo do indice mitético e genotoxico, e
por ter causado inumeras alteragcdes cromossdmicas.

Podemos ressaltar que, além de suas importantes fungdes terapéuticas e da producgdo dos
6leos essenciais com potencial para a aplicacdo na industria de cosméticos, por exemplo, a
espécie tem grande potencial agrondmico pois apresenta rusticidade, facil cultivo,
desenvolvimento rapido e agressivo e propagacdo clonal via estaquia. Para que sua utilizacéo
seja ampliada, hd a necessidade de estudos sobre a variacdo dos constituintes quimicos dos

6leos essenciais e sobre a diversidade genética da espécie.

2.1.1 Oleos essenciais de L. alba

Muitos produtos sdo extraidos das plantas com as mais diversas finalidades, desde a
alimentacdo ao uso desses produtos na composicdo de produtos farmacéuticos e cosméticos.
Séao dois grupos de metabdlitos produzidos pelas plantas. Os metabdlitos primarios sdo os que
participam dos processos vitais essenciais das plantas, enquanto os metabolitos secundarios tém
um papel importante na defesa das plantas, contribuindo para sua sobrevivéncia e perpetuacao
da espécie, em seu ecossistema. (VIEIRA & AGOSTINI-COSTA, 2007).

A composicdo quimica dos 6leos essenciais desta planta é formada principalmente por
diferentes classes de substéancias, dentre eles os terpenos, predominando mono e sesquiterpenos
(STASHENKO et al., 2004; SILVA et al., 2006). A base bioquimica desses terpenos sdo a via
do &cido mevalénico e metileritritol fosfato. A via do &cido mevalénico origina o isopentenil
difosfato (IPP) e seu isémero dimetilalil difosfato (DMAPP). As atividades de trés prenil
transferases produz os precursores diretos de terpenos, a geranil difosfato (GPP), farnesil
difosfato (FPP) e geranil geranil difosfato (GGPP) (Figura 2). As terpeno sintases sdo as
principais enzimas que fazem a catalise para formar os varios terpenos, 0s quais sdo compostos
por unidades de isoprenos e sdo classificados de acordo com o nimero dessas unidades
(THOLL, 2006; VIEIRA & AGOSTINI-COSTA, 2007). A via bioguimica alternativa € a do



metileritritol fosfato, provavelmente a mais amplamente utilizada na natureza do que a via do
acido mevaldnico. O metileritritol fosfato é oriundo do piruvato e do gliceraldeido 3-fosfato, e
a partir dele também s&o formados os isdmeros IPP e DMAPP (DEWICK, 2009).

Segundo THOLL (2006) a grande variedade de metabdlitos terpénicos observada no
reino vegetal deve-se as centenas de genes terpeno sintase conhecidos atualmente. Ha também
uma expressdo diferencial desses genes, relacionada aos tecidos diferentes e as diferentes
condi¢cBes ambientais (estresses bidticos e abidticos). Em face dessa ampla variagdo dos
compostos dos 6leos essenciais, quantitativa e qualitativa, relacionada a genética da planta e ao
ambiente, € importante caracterizar o banco de germoplasma.

PANDELO et al. (2012) relataram em um estudo da producdo de 6leo essencial e
expressdo génica da enzima terpeno sintase em diferentes estagios foliares de L. alba. Nesse
estudo foi observado a expressdo de trés genes terpeno sintases LaTPS12, LaTPS23 e LaTPS25
sendo que o nivel de expressdo desses trés genes foi maior quando observou a maior producao
do 6leo em folhas mais novas.

Na literatura encontramos muitos trabalhos caracterizando os Gleos essenciais de
acessos de L. alba. ZOGHBI et al. (1998) relataram a presenca de trés quimiotipos (citral,
limoneno/carvona e 1,8-cineol), também MATOS (1996); JULIAO et al., (2001) relataram que
em L. alba, os terpenos que ocorrem com maior frequéncia sdo o linalol, 1,8-cineol, carvona,
limoneno, B-mirceno, cariofileno, canfora, germacreno e citral. JANNUZZ| et al. (2011) relatou
estudo com dezessete acessos de L. alba (trés quimiotipos), no qual o teor de dleo foi avaliado
apresentando média de 0,28% e a variacao de 0,09% a 0,75% entre 0s acessos. Nesse sentido,
L. alba tem um grande potencial para producdo de 6leos essenciais devido a importancia dos
seus compostos e o teor de 6leo presente.

Tais compostos volateis sdo extraidos da matéria seca ou fresca através de
hidrodestilacdo, arraste a vapor ou fluidos supercriticos (FRANCA, 2005). Apresentam um
aroma forte, quase sempre agradavel, sdo insoliveis em agua e sollveis em solventes organicos.

Cada planta apresenta um conjunto de substancias, sendo seu grupo quimico
(quimiotipo) definido pela maior ou menor propor¢do relativa no Oleo essencial
(YAMAMOTO, 2006).

Em um estudo feito com 16 acessos de L. alba, no Distrito Federal, foram identificados
5 quimiotipos (considerando os compostos majoritarios acima de 10%). Sao eles: limoneno-
citral, mirceno-citral, mirceno-neral, citral e linalol (JANNUZZI, 2006). YAMAMOTO et al.

(2008) relataram o desempenho de 4 quimidtipos de 10 acessos de L. alba, linalol,



mirceno/canfora, limoneno/carvona e citral. A estrutura quimica dos principais compostos é

mostrada na figura 3.
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Figura 2 — Via metabodlica do acido mevaldnico apresentando os diferentes substratos das
terpeno sintases e as diferentes classes de terpenos formados (adaptado de THOLL, 2006 e
DEWICK, 2009).
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Figura 3 — Estrutura quimica dos principais compostos encontrados nos 6leos essenciais de L.

alba.

Os fatores que influenciam o rendimento de éleo essencial e a sua composi¢ao quimica
foram relatados por diversos autores. JANNUZZI et al. (2010) avaliaram e identificaram 16
acessos de L. alba e mencionaram que 0s acessos com maiores areas foliares e maiores
comprimentos de hastes foram os que tiveram maiores teores de 6leo e maiores concentracdes
de linalol, sendo a concentracdo de 6leo inversamente proporcional a producdo de massa foliar
seca. EHLERT et al. (2013) estudando diferentes horarios de colheita para a espécie observaram
que, ndo houve diferenca significativa para producdo de massa foliar, teor de 6leos essenciais
e produtividade de dleo em massa fresca e seca; contudo, observaram que a melhor
produtividade do composto carvona foi obtida as 10:00h em massa fresca e seca, e para 0
composto limoneno as 16:00h. A substancia linalol teve maior porcentagem relativa no éleo

essencial as 12:00h.

2.2 Germoplasma



A diversidade genética, a diversidade de organismos vivos e a diversidade de
ecossistemas constituem a biodiversidade, a qual é representada por todas as espécies de seres
vivos. A representacdo fisica da biodiversidade é denominada de recursos genéticos. Uma
forma de conservar e manejar 0s recursos genéticos é denominada germoplasma, onde germ
significa “do qual algo nasce” ¢ plasma significa “material que dele se forma”, e pode estar
disponivel para pesquisas em melhoramento genético e em biotecnologia (GOEDERT, 2007).
Os bancos de germoplasmas utilizados neste trabalho s&o advindos do IAC (Instituto

Agrondmico de Campinas) e da UFS (Universidade Federal de Sergipe).

2.3 Marcadores Moleculares

Marcador molecular € o fen6tipo molecular proveniente de um gene expresso, ou de um
segmento especifico de DNA, correspondendo a regides expressas ou ndo (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998). No melhoramento de plantas, os marcadores moleculares permitem
identificar e descriminar gendtipos, quantificar a variabilidade genética existente em nivel de
sequéncia de DNA e correlacionar com a expressdo fenotipica em procedimentos de
mapeamento genético.

Para caracterizacdo de bancos de germoplasma, as aplicacdes dos marcadores
moleculares tém como finalidade: a identidade genética dos acessos, riqueza alélica da colecao,
representatividade da colecdo, estrutura genética da colecdo por meio da variacdo genética e
também a similaridade ou distancia genética entre acessos (SIGRIST, 2009).

H& uma grande variedade de marcadores moleculares, e alguns trabalhos com a espécie
Lippia alba utilizaram RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) e ISSR (Inter Simple
Sequence Repeat) para detectar a variabilidade genética (VICCINI et al., 2004; MANICA-
CATTANI et al., 2009). Diferentemente do SSR (Simple Sequence Repeat), 0 ISSR néo requer
conhecimento prévio da sequéncia de DNA.

Marcadores microssatélites ou SSR sdo compostos por sequéncias de um a seis pares de
base de comprimento repetidos em tandem, sendo encontrados em alta frequéncia e ampla
distribuicdo nos genomas. S&o marcadores codominantes, os locos especificos sdo usados com
frequéncia para o fingerprinting de DNA, teste de paternidade, para construcdo de mapas de
ligacdo e os estudos geneéticos da populacdo (HAYDEN & SHARP, 2001).



Microssatélites tém um atributo importante, sofrem maiores taxas de mutacédo
comparados ao resto do genoma (JARNE & LAGODA, 1996). Segundo OLIVEIRA et al.
(2006) os microssatélites sdo classificados de acordo com as repeti¢Ges das sequéncias: perfeito,
imperfeito, interrompido e composto. Perfeito € quando a sequéncia ndo tem nenhuma base que
ndo pertence ao motivo. Imperfeito € quando tem um par de bases que ndo pertencem ao motivo.
Interrompido é quando hd uma pequena sequéncia que nao pertence ao motivo. Composto é
quando tem duas sequéncias repetidas adjacentes.

A caracteristica principal dos microssatélites é a presenca de alta diversidade de alelos,
0s quais sao consequéncia de erros na replicacdo do DNA. Individuos da mesma espécie podem
apresentar um variado numero de repetices dentro de um mesmo loco microssatélite,
constituindo-se em alelos diferentes (ALZATE-MARIN et al., 2005). Alguns modelos de
mutacdo dos microssatélites sdo usados para calcular os parametros da genética de populagoes.
Um dos modelos utilizados é de alelos infinitos, no qual cada mutacdo cria aleatoriamente um
novo alelo (OLIVEIRA et al., 2006). Esse € o modelo de WRIGHT (1931) no qual se estimam
as estatisticas Fs. Um outro modelo de mutacdo, criado por SLATKIN (1995), € o modelo de
mutacdo aos passos SMM, o qual foi bem utilizado pelos geneticistas de populagdes como
sendo o modelo que melhor se encaixa ao tipo de mutacdo dos locos microsatélites.

A estrutura e a diversidade genética das populacGes ou de bancos de germoplasma estédo
relacionadas com a distribuicdo de alelos e genétipos no tempo e espaco (LOVELESS &
HAMRICK 1984).

2.4 Diversidade Genética

A diversidade genética representa a soma da informacdo genética contida nos genes de
individuos de plantas, animais e microrganismos que habitam a terra. O potencial das espécies
de plantas, animais e microrganismos, que se resume em recursos genéticos, é usado para a
promocdo do desenvolvimento sustentavel da agricultura e na producdo de alimentos
(GOEDERT, 2007).

Entre muitas formas de se conhecer a diversidade genética de populagdes, as medidas
de similaridade e/ou dissimilaridade genética sdo muito utilizadas para caracterizar bancos de
germoplasma. A existéncia de divergéncia na populacdo de trabalho é o que vai garantir o
sucesso de um programa de melhoramento, através do cruzamento entre acessos superiores e

divergentes para a formacgéo da populacdo-base. Essa divergéncia pode ser avaliada a partir de



caracteristicas agromorfologicas, moleculares, quimicas e outras (CRUZ & CARNEIRO,
2006).

As distancias Euclidiana e de Mahalanobis sdo as medidas de dissimilaridade mais
utilizadas para verificar o grau de divergéncia entre acesssos de um banco de germoplasma. E
a estimativa dessas medidas atendem os objetivos dos melhoristas, por quantificarem e
informarem o grau de diferenca ou semelhanca dos pares de acessos.

VICCINI et al. (2004) publicaram um estudo com nove espécies de Lippia, utilizando
marcadores RAPD para avaliar o grau de diversidade genética. Foram utilizados 18 primers
gerando 490 fragmentos. Os autores verficaram que as distdncias geneticas médias
interespecificas foram mais altas que as distancias intraespecificas. O dendrograma gerado com
a anélise dos dados moleculares mostrou uma divisdo das espécies em dois grupos.

A diversidade genética de 27 acessos de L. alba foi investigada por MANICA-
CATTANI et al. (2009) utilizando marcadores RAPD e ISSR. Pela andlise dos dados
moleculares, encontraram diversidade entre os acessos avaliados, porém ndo houve
diferenciacdo entre quimidtipos.

A citogenética também pode ser usada como ferramenta para caracterizacao e avaliacao
das diferencas genéticas entre individuos de populacdes e espécies diferentes. Varios autores
estudaram o género Lippia e descreveram os numeros hapoides: 15, 16, 18 e 12 cromossomos
(BOSE & CHOUDHURY (1960); COLEMAN (1982); FILIPPA (1984) e ANDRADA et al.
(1998), respectivamente. BOSE & CHOUDHURY (1960), descreveram o0 ndmero de
cromossomos da Lippia alba como sendo 2n = 30.

Estudos da caracterizacdo citogenética de L. alba e da espécie Lantana camara Plum,
ambas da familia Verbenaceae, revelaram que o nimero de cromossomos de L. alba foi igual
a 2n = 30 e esta em acordo ao relatado por BOSE & CHOUDHURY (1960), constituindo 10
pares metacéntricos e 5 submetacéntricos, enquanto em L. camara foi 2n = 44, cromossomos
metacéntricos (BRANDAO, 2007).

Além do caridtipo estudado de L. alba, PIERRE (2004) caracterizou trés quimidtipos
de L. alba, citral (Lal), carvona (La2), encontrando respectivamente nimero cromossdmico
diploide igual a 30 e 60, e para o quimidétipo linalol (La3) encontrou de 12 a 60 cromossomaos,
classificando a espécie como um mixoploide (variagdo numérica de cromossomos em um
mesmo individuo). O mesmo autor também relatou que o quimiotipo carvona € um

autopoliploide do citral devido ao cariotipo e a associa¢des multivalentes na meiose, sendo o
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linalol um hibrido entre carvona e citral devido a mixoploidia, irregularidade meiotica e
esterilidade.

Em contrapartida, resultados obtidos por SOUSA et al. (2009) que caracterizaram cinco
acessos de Lippia alba com diferentes componentes majoritarios dos Oleos essenciais,
mostraram que trés acessos apresentaram geranial e neral como componentes majoritarios e
dois acessos apresentaram o linalol. Segundo esses autores, 0 nimero de cromossomos nao
variou entre 0s cinco acessos (2n=30).

Outras espécies pertencentes a familia Verbenaceae foram relatados na literatura.
SOUSA et al. (2008) usaram meristema de raizes para obter células em metafase e coloracdo
com Giemsa 5% para avaliar as seguintes espécies: Lippia hermanioides (2n = 26), Lippia
lacunosa (2n = 56), Lippia lupulina (2n = 28), Lippia pseudothea (2n = 26), Lippia pohliana
(2n = 24), Lippia rotundifolia (2n = 56), Lippia rubella (2n = 20), Lippia sidoides (2n = 24).

SOARES et al. (2011) publicaram sobre a citogenética da espécie Lippia gracilis
Schauer nativa do Nordeste brasileiro, conhecida popularmente como cidreira-da-serra. Contém
namero diploide igual a 24 cromossomos (metacéntricos e submetacéntricos).

Para alguns autores as espécies L. alba e L. geminata sdo sinonimias e para outros séo
espécies distintas (BRANDAO, 2003). No entanto, KUMAR & DUTT (1989) citados por
BRANDAO (2003) avaliaram as bases citogenéticas de L. geminata e determinaram que
apresenta 2n=32 cromossomos.

Os estudos sobre a citogenética de L. alba ainda ndo esclarecem o nimero de
cromossomos, a ploidia da espécie e, adicionalmente, se ha relacdo entre a variacdo

cariomorfoldgica e a variacdo dos compostos majoritarios dos 6leos essenciais.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Producéo de Mudas e Implantacéo do Banco

As mudas de L. alba foram produzidas atraves da técnica de estaquia. Doze estacas de
cada acesso com aproximadamente 30 centimetros foram plantadas em sacos plasticos com
substrato (todas as estacas de cada acesso com identificacdo) em agosto de 2011, e
posteriormente colocadas em canteiros localizados no Departamento de Genética da
ESALQ/USP, com irrigagdo em dias alternados. Em outubro de 2011 foram transplantadas para
0 campo para compor o banco de germoplasma (espacamento de 1 metro por 1 metro). O BAG
foi constituido de 90 acessos da espécie L. alba, dos quais 69 acessos foram oriundos de Sergipe
(Universidade Federal de Sergipe) e 21 acessos do Instituto Agronémico de Campinas (IAC)
(Tabela 1). Alguns detalhes dos processos de producédo de mudas e transplante das mesmas sao

mostrados nas figuras 4A e 4B.

Figuras 4A e 4B: Alguns detalhes dos processos de producdo das mudas e transplante das
mudas no campo (Piracicaba, 2011).

Antes do plantio, a area foi sulcada e adubada com 150¢g da férmula 4:20:20 por cova,
as quais foram abertas no momento do plantio. No campo as mudas foram dispostas da seguinte
forma: 4 mudas de cada acesso por repeticao, 3 repeticdes dispostas em 3 blocos (totalizando
12 estacas). Espacamento de 1 metro entre sulcos, 1 metro entre plantas na linha de plantio e 1
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metro entre blocos, com 15 acessos por linha, totalizando uma area Util de 270 m?. Foram
realizados tratos culturais como adubacdo quimica e organica de cobertura (quantidade de
adubo), controle quimico de plantas daninhas de folha estreita e mecénico (capina) de plantas

daninhas.

Tabela 1 — Identificacdo, local de coleta e procedéncia dos 90 acessos de Lippia alba plantados

na Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” / Universidade de Sao Paulo.

N°  Acesso Local Procedéncia Quimico Genético
1 LA-01 ABC DF unB X X
2 LA-02 Araguaina TO unB X X
3 LA-03 Atibaia SP unB X X
4 LA-04 Botucatu SP unB X X
5 LA-05 Chécara das Corujas DF unB X X
6 LA-07 Chécara Chéo do Cafuringa DF unB X X
7 LA-08 CEASA DF unB X X
8 LA-09 Bairro Cruzeiro DF uUnB X X
9 LA-10 Bairro Cruzeiro DF unB X X
10 LA-11 Bairro Cruzeiro DF unB X X
11 LA-13 Ceard CE uUnB X X
12 LA-14 Embrapa/ Cenargem DF uUnB X X
13 LA-15 Floriandpolis SC unB X X
14 LA-16 Formosa GO unB X X
15 LA-17 Viveiro SAP/ F2DF/ GDF DF unB X X
16 LA-18 Goiénia GO unB X X
17 LA-19 IBAMA/Sede DF unB X X
18 LA-20 Ilhéus BA unB X X
19 LA-21 Brasilia/ B. Lago Norte DF unB X X
20 LA-22 Lavras MG unB X X
21 LA-24 Luziania GO unB X X
22 LA-25 Manaus AM unB X X
23 LA-26 Muzambinho MG unB X
24 LA-27 Piracicaba SP unB X
25 LA-28 Bairro Planaltina DF unB X X
26 LA-29 Planaltina de Goias GO unB X X
27 LA-30 Posse GO unB X X
28 LA-31 Recife/ B. Boa Viagem PE unB X X
29 LA-32 Rio de Janeiro/ B. Botafogo RJ UnB X X
30 LA-33 Santa Maria da Vitoria BA unB X X
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31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
4
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
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57
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60
61
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63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74

LA-34
LA-35
LA-36
LA-37
LA-38
LA-39
LA-40
LA-41
LA-42
LA-43
LA-44
LA-45
LA-47
LA-49
LA-50
LA-51
LA-52
LA-53
LA-54
LA-55
LA-56
LA-57
LA-58
LA-60
LA-61
LA-62
LA-63
LA-64
LA-65
LA-66
LA-67
LA-68
LA-69
LA-70
LA-71
LA-72
LA-79
LA-81
LA-82
IAC-13
IAC-15
IAC-7
IAC-18
IAC-17

Sdo Paulo/ CEASA

Séo Paulo

Brasilia

Bairro Sudoeste

Uberlandia

UNB/ EEB

UNB/ FAL

Curitiba

Vargem Bonita

Varjao

Bairro Vicente Pires

Vigosa

Monte Alegre de Goias

Avracaju/ Parque da Sementeira

Aracaju/ Aruana

Rio Real/Povoado Loreto

Rio Real/Rua Vila Rica (V6 de Ricardo)

Telha

Rio Real/Povoado Salgado

Rio Real/Povoado Salgado

Rio Real/3? travessa da Creche Betel

Rio Real/Rua joaquim Matos

Rio Real/ Rua Joaquim Matos

Rio Real/ Povoado Salgado

Rio Real/ Rua Afonso Amorim

Rio Real/ Rua Joaquim Matos(Sr. Raimundo)

Santana do S. Francisco/ R:Do Campo,41

Santana do S. Francisco/ Assent. Samanbira

Santana do S. Francisco/Assent. Samanbira
Santana do S. Francisco/Assent. Samanbira

Santana do S. Francisco/Assent. Samanbira

Santana do S. Francisco/Pov. Saude

Gararu

Cristinapolis

Paripiranga

Alagoas

nd

nd

nd

UNESP/Botucatu

UNESP/Botucatu

UNESP/Botucatu

UNESP/Botucatu

UNESP/Botucatu

SP
SP
DF
DF
MG
DF
DF
PR
DF
DF
DF
MG
GO
SE
SE
BA
BA
SE
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
BA
AL
nd
nd
nd

unB
UnB
UnB
UnB
UnB
UnB
UnB
UnB
UnB
UnB
UnB
UnB
UnB
UFS
UFS
UFS
UFS
UFS
UFS
UFS
UFS
UFS
UFS
UFS
UFS
UFS
UFS
UFS
UFS
UFS
UFS
UFS
UFS
UFS
UFS
UFS
UFS
UFS
UFS
IAC
IAC
IAC
IAC
IAC

X XXX XXX XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

X

X XXX XX XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX
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75 1AC-19 UNESP/Botucatu IAC X X
76 1AC-6 UNESP/Botucatu IAC X
77 1AC-14 UNESP/Botucatu IAC X X
78 1AC-12 UNESP/Botucatu IAC X
79 1AC-5 UNESP/Botucatu IAC X X
80 IAC-20 UNESP/Botucatu IAC X
81 IAC-3 UNESP/Botucatu IAC X X
82 IAC-11 UNESP/Botucatu IAC X X
83 IAC-10 UNESP/Botucatu IAC X
84 I1AC-1 UNESP/Botucatu IAC X X
85 IAC-2 UNESP/Botucatu IAC X
86 IAC-16 UNESP/Botucatu IAC X
87 IAC4 UNESP/Botucatu IAC X X
88 IAC-8 UNESP/Botucatu IAC X X
89 IAC-9 UNESP/Botucatu IAC X X
90 BARATA Campinas SP UNICAMP X

Acessos com a sigla LA sdo oriundos do banco de germoplasma da Universidade Federal de Sergipe (UFS)
(compostos por acessos do banco da UnB (Universidade Nacional de Brasilia) e acessos do banco da UFS);
Acessos com a sigla IAC sdo oriundos do banco de germoplasma do Instituto Agronémico; nd: dados ndo
disponiveis.

3.2 Desenvolvimento, Caracterizagdo e Otimizacdo de Marcadores Microssatélites

3.2.1 Coleta de material vegetal e extragdo de DNA

Folhas jovens expandidas foram coletadas (em setembro de 2012) de cada um dos 90
acessos no banco de germoplasma da ESALQ/USP (instalado no campo) e imediatamente
colocadas em nitrogénio liquido, sendo armazenadas posteriormente em freezer -80°C até o
momento da liofilizacdo. Apds a liofilizacdo, as folhas foram moidas em moinho e o p6
resultante foi utilizado para extracdo do DNA genbémico, utilizando o protocolo CTAB
(DOYLE & DOYLE, 1990). Para avaliacdo da qualidade e quantidade do DNA extraido, foram
realizadas eletroforeses em géis de agarose a 1% e corados com Sybr Green visualizadas em
imagens captadas por fotodocumentador e comparadas com 0 DNA-padrao do fago A (Figura
5).

O DNA extraido de cada individuo foi guardado em freezer -20°C como DNA estoque,
e a partir deste foram retiradas as aliquotas para dilui¢do e obtencéo de concentracéo final a 10

ng/ul, a fim depadronizaras rea¢des de PCR.
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Figura 5 - Imagem de gel de agarose a 1% corados com Sybr Green, mostrando a quantificacdo
de 37 acessos do banco de germoplasma da ESALQ/USP. As primeiras canaletas a esquerda se
referem ao DNA de fago A, usados como padrdo para quantificacdo (25, 50, 100, 150 e 200
ng/uL) (Piracicaba, 2013).

3.2.2 Construcéo da biblioteca gendmica enriquecida com microssatélite

Uma biblioteca gendmica enriquecida com locos microssatélites foi construida para L.
alba, empregando o método descrito por BILLOTTE et al. (1999) com modificacBes descritas

abaixo:

Aproximadamente 5,0 ug de DNA gendmico foram utilizados para a etapa de digestdo
com 6,0 pL enzima Afal (10 U/uL), sendo adicionado a reacao 8,0 uL de tampao (50 mM Tris-
HCI, pH 7,8; 10 mM MgCl,; 10 mM DTT; 25 ug/ml BSA) e agua ultrapura autoclavada

completando o volume para 100 pL. A reacdo foi mantida em banho-maria a 37°C por 16 horas.

Na etapa de ligacao dos adaptadores, Afa21 (5>~ CTC TTG CTT ACG CGT GGA CTA
—3%) e Afa25 (5> - TAG TCC ACG CGT AAG CAA GAG CAC A - 3%), os produtos da
digestdo, compostos de fragmentos digeridos de extremidade abrupta, foram ligados aos
adaptadores pela enzima T4 DNA ligase. Para esta reagao foi utilizado 2 uL. do adaptador Afa2l
(10 uM), 2 uL do adaptador Afa25 (10 uM), 1,0 ug do DNA gendmico digerido, 10,0 puL do
tamp&o 5X (50 mM Tris-HCL, pH7,8; 10 mM de MgCl,; 10 mM DTT; 25 pg/ml BSA; 4,0 uL
de T4 DNA ligase (1U/uL) e &gua ultrapura autoclavada para completar 50,0 uL. A reagéo foi

mantida em banho-maria a 20°C por 2 horas.
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Posteriormente a etapa de ligacdo, os fragmentos ligados aos adaptadores foram
amplificados via PCR a fim de aumenté-los em quantidade. Utilizou-se nesta reagdo 6 puL do
produto da etapa de ligagdo; 20 uM do iniciador Afa21 (10 uM), 5uL de tampéo 10 X; 10mM
de MgCl,, 200mM de dANTP, 1 uL (5U) de Taqg polimerase e &gua ultrapura autoclavada

completando o volume para 50,0 pL.

Os produtos da amplificacdo contendo sequéncias ricas em GA/CT, AT/TA e CA/GT
foram selecionados por meio de hibridizagdo com sondas biotiniladas, biotll1(CTT)10,
biotllI(TA)10 e biotllI(GT)10, e foram recuperados com estreptavidina ligadas a “beads”
magneéticas, utilizando-se o kit Streptavidine-Magnesphere da Promega. Subsequente a etapa
de selecédo dos fragmentos ricos em microssatélites, estes foram amplificados via PCR numa
reacao contendo 3 uL do produto da etapa de ligag¢ao; 20 uM do iniciador Afa21; Sul de tampao
10 X, 2,0 mM MgCl,, 200mM de ANTP e 1 uL (5U) de Taq polimerase.

Apds a amplificacdo, os fragmentos foram ligados em vetor pPGEM-T (Promega) para a
transformacdo em células competentes de E. coli XL1-Blue SuperCompetent. As bactérias
transformadas foram plaqueadas em meio LB contendo ampicilina e incubadas a 37°C por 18

horas para o crescimento das col6nias.

Foram selecionados os clones positivos (colonias brancas), os quais foram transferidos
para placas de fundo U contendo o meio de cultura 2YT-HMFM, e posteriormente foram
incubados a 37°C overnight. Transcorrido este periodo, a placa foi mantida em freezer -20°C
por 30 min, sendo retirada uma aliquota para a reacdo de PCR, a fim de verificar se os clones
transformados continham insertos. Apds a retirada da aliquota, a placa em fundo U foi mantida
em freezer -80°C, e a PCR foi realizada em placas normais, de acordo com 0s seguintes
reagentes: 3 uL do indculo; 20 uM do iniciador Afa2l; Sul de tampao 10 X; 2,0mM MgCl:
400mM de dNTP; 3U de Taq polimerase.

Na etapa de extracdo do plasmideo (extracdo do DNA plasmidial das colbnias
recombinantes) foi colocado 1 mL de meio Circle Grow contendo 100 ng/ml de ampicilina em

cada poco da microplaca, inoculando-se coldnias individuais.

A placa foi selada e incubada a 37°C (shaker) a 300 rpm durante 22 horas. Apos este
tempo, o adesivo da placa foi trocado e a placa foi centrifugada por 6 minutos a 3000 rpm para
sedimentar as células. O sobrenadante foi descartado e a placa foi mantida invertida sobre papel

absorvente por 1 minuto. A cada poco, foi adicionado 240 pL de solugcdo GTE [Glicose 20%,
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Tris 1 M (pH 7,4), EDTA 0,5 M (pH 8,0)], sendo a placa selada com adesivo e as células
ressuspendidas em vortex por 2 minutos. Novamente a placa foi centrifugada por 6 minutos a
4000 rpm e o sobrenadante descartado, adicionando-se a cada pogo 80 puL de GTE. A placa foi
selada e agitada em vortex por 5 minutos. Transferiu-se 60 puL de cada suspensédo para placas
com fundo em U contendo 5 pL de RNAse (10 mg/mL), adicionando-se a cada poco 60 nL de
NaOH 0,2M — SDS 1% (p/v), sendo a placa selada com adesivo para a solucdo ser misturada
10 vezes por inversdo e incubada por 10 minutos a temperatura ambiente. Apos esse periodo, a
placa foi centrifugada brevemente, sendo adicionado a cada poc¢o 60 puL de KOAc 3 M. A placa
foi selada com adesivo, a solucdo foi misturada 10 vezes por inversao e a placa foi centrifugada
brevemente. O adesivo foi removido e a placa foi incubada em estufa a 90°C por 30 minutos,
para ser em seguida resfriada em gelo por 10 minutos e centrifugada por 4 minutos (4000 rpm).
Uma placa filtro foi fixada com fita adesiva ao topo de uma placa de fundo U e todo o volume
foi transferido para esta placa. Por meio de centrifugacdo (4min/4000rpm/20°C), todo o
contetido passou para a placa em fundo U, sendo removida a placa filtro e adicionando-se ao
filtrado 110 pL de isopropanol gelado (Merk). Novamente a placa foi selada com adesivo, a
solucéo foi misturada 20 vezes por inverséo e em seguida centrifugada (45 min /4000 rpm /20°
C). O sobrenadante foi cuidadosamente descartado, adicionando-se 200 uL de etanol 70% (v/v)
gelado. Procedendo-se a centrifugacdo da placa por 5 minutos a 4000 rpm a 20°C, e o descarte
do sobrenadante. Em seguida, a placa foi invertida sobre papel absorvente e centrifugada até
600 rpm. A placa secou por 60 minutos a temperatura ambiente e foi ressuspendida em 60 pL

de &gua ultrapura (overnight).

Logo antes do sequenciamento as amostras foram desnaturadas a 90°C por 3 minutos, e
logo em seguida colocadas sobre gelo por 5 minutos. A reacdo de sequenciamento foi preparada
em agua ultrapura autoclavada com 4 pl de plasmideo, 0,5 uM de primer SP6, 2 ul de Big Dye
Terminator v3.1 (Applied Biosystems) e 2 ul de tampao Save Money (preparado com 10 %
(v/v) de MgCl, 50 mM e 20 % (v/v) de Tris HCI pH 9,0 em agua ultrapura autoclavada).

A reacdo de sequenciamento foi feita sob as seguintes condi¢Bes: um ciclo inicial de
96°C por 2 minutos, seguido por 25 ciclos de amplificacdo de 96°C por 45 segundos, 50°C por
30 segundos e a extensdo de 60°C por 4 minutos. Apos a reacdo, a placa foi mantida congelada

a -20 °C, até ser submetida ao sequenciamento.
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O sequenciamento foi realizado em sequenciador 3730 DNA Analyzer (Applied
Biosystems) e as sequéncias obtidas foram processadas pelo 3730/3730xI Data Collection
Software v3.0 (Applied Biosystems)

Para desenho dos iniciadores, utilizou-se inicialmente o programa BioEdit Sequence
Aligment Editor para transformar os arquivos com as sequéncias em formato ‘FASTA’.
Posteriormente, as sequéncias foram submetidas a ferramenta online VECSCREEN

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/vecscreen/) que identificou os trechos relativos ao vetor e

ao adaptador, os quais foram retirados em seguida.

A identificacdo de microssatélites nas sequéncias foi executada pelo programa
WEBSAT (http://wsmartins.net/websat/). Os parametros utilizados para a identificacdo de
microssatélites foram: microssatélites compostos por motivos dinucleotideos devem ter no
minimo sete repeti¢des do motivo, microssatélites compostos por motivos trinucleotideos
devem ter no minimo cinco repeticdes do motivo e microssatélites compostos por motivos

tetranucleotideos (ou mais) deveriam ter no minimo trés repeti¢cées do motivo.

Apb6s a identificacdo dos microssatélites, utilizou-se o programa PRIMER3
(http://biocinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) para o desenho dos iniciadores que flanqueiam os
microssatélites. Os seguintes parametros foram configurados para obtencdo de iniciadores:
produto da amplificagdo com tamanho entre 150 a 250 pb (compativel com a eletroforese em
géis de poliacrilamida 7%); iniciadores com tamanho entre 18 e 22 pb, e porcentagem de GC
no intervalo entre 40 a 60%.

O programa Gene Runner v. 3.01 foi usado com o objetivo de confirmar os valores para
cada um dos parametros acima citados e, principalmente, para acusar a formacao de estruturas
secundarias (hairpins, loops e dimeros), que sdo indesejaveis se ocorrerem em temperaturas
préximas as temperaturas da reacdo de PCR. Desta maneira, foi possivel avaliar a qualidade de

cada par de iniciadores obtido, selecionando os mais adequados para as rea¢des de PCR.

O programa Chromas 2 foi utilizado para avaliar a qualidade do sequenciamento nas

regides dos iniciadores e dos microssatélites.

3.2.3 Otimizacéo dos iniciadores
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Um conjunto de 20 iniciadores (Tabela 2) foram sintetizados com cauda M13 na
extremidade 5’ do iniciador Forward de cada microssatélite. Foram testados em quatro acessos
(LA-21, LA-11, LA-18, IAC-19) do grupo do banco de germoplasma da ESALQ/USP o
conjunto de 11 iniciadores desenvolvidos por SANTOS et al. (2012) (Tabela 2) e os outros
desenvolvidos no presente estudo. Para a otimizagéo dos primers, varias PCRs foram realizadas
variando as temperaturas de reassociacao e concentragdes de MgCl,, com o objetivo de alcangar
as melhores condicdes de amplificacdo desses locos.

Tabela 2 — Lista dos 11 iniciadores publicados por SANTOS et al. (2012) usados na
otimizacao.

Locos Sequéncia Produto Motivo

La0l F: CAGATTAGGGGGTGGACAAA 140-156 (CT)s
R: TGACTCTAGGGATGTCTGGAA

La02 F:TGTTCGTGTGCTAGTGTGTGA 222-227 (TTAAT):
R: CCAATTTACCCGATTTTTGG

La03 F: GTCAGAACCTAGAGTCAGTGTG 154-175 (GT),
R: AATCCCGGGTAAAAATCC

La04 F:GCTTATGTTGCCAGTCATGG 200-224 (AC)s
R: TCGTGTGAGATCGCGTAGAT

La05 F: ACACACTCACGCACACAACA 230-260 (AC)s
R: CTCAAAGCTGCAAACCCTTT

La06 F: ACACAAAGGGTTTGCAGCTT 164-184 (TC)s
R: CCCTGCTTCTAGTTGTTGTGG

La07 F: AGGCGCTCTCTCCCAAAT 128-150 (C)sTTT(TG)s
R: AAGAAAAGGCGTGGGTGT

La08 F: TCCTGTTCATGGCTTTGATG 160-210 (TA)sC(GT)1o
R: TGTGGGGCAAACTAACCTTC

La09 F: GGGGCTACACAGACATGACA 243 (AC)sT(CA)s(CA)g
R: CTTGCTCTTGCTCCCTCTGT

Lal0 CAGATAACACAGTCCAATCC 172 (CA)9
GCATTGGCTTAGATGAGTAG

Lall F: GATTCTGGAAAATCTGGG 220 (TC)4(AC)s

R: CTAAGTAGGGCGTGGTAA

Os reagentes usados para reacOes de amplificacdo nesta etapa de otimizacdo foram: 2 pl
de DNA (10ng/ pL); 2 pL de tampéo 10X (75 mM Tris-HCI; 20 mM (NH,),S0, pH 8,8;
0,01% (v/v) Tween 20) (Fermentas)); 1,6 — 2,4 uL de MgCl. 25mM, (Fermentas); 0,5
puL de BSA (2,5 mM); 1,6 puL de Tag DNA polimerase; 1 uL de dNTP (2,5 mM); 0,32 uL do
iniciador Forward com a cauda M13 na extremidade 5’ (10 mM); 0,40 pL iniciador Reverse
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(10 mM); 0,2 uL de iniciador M13 (10 mM) marcado com fluoréforo IRDye 700 ou IRDye 800
(LI-COR Biosciences) e agua ultrapura autoclavada para completar 20 yL de reagdo. A
programacéo utilizada foi touchdown, nestas condicGes: 1 ciclo inicial a 94°C por 5 min;
seguido de 10 ciclos touchdown a 94°C por 40s para desnaturacdo, temperatura de reassociacao
de 50, 52 e 55°C por 40s (-1°C), 72°C por 1 min para extensao dos fragmentos; mais 30 ciclos
a 94°C por 40s, 40°C por 40s, 72°C por 1min; e um ciclo de extensdo final de 72°C por 10

min.

Para a obtencdo de bandas especificas na amplificacdo, foram testadas diferentes
temperaturas de reassociagdo e concentragdes de MgCl.. As temperaturas utilizadas foram as
seguintes: 50°C, 52°C, 55°C e 56°C, e as concentra¢des de MgCl> (em mM) foram de 1,6; 1,8;
1,9;2,0;2,1; 2,2 e 2,4. Os produtos das amplificacdes foram separados por eletroforese em géis
de poliacrilamida 6,5% em sequenciador automatico (4300S DNA Analyser LI-COR
Corporate) e visualizados em imagens geradas pelo sequenciador para posterior avaliacdo das
bandas amplificadas.

3.2.4 Caracterizacdo e genotipagem dos locos microssatélites

Os locos microssatélites polimérficos foram caracterizados para espécie estudada e
posteriormente utilizados para genotipagem dos acessos do banco de germoplasma com o
objetivo de estimar os parametros populacionais. Todos os iniciadores utilizados no estudo sdo

repeticdes de dinucleotideos.

Os produtos da amplificagdo foram separados em sequenciador automatico 4300 LI-
COR DNA Analyzer. Antes de correr o gel, foram misturados os produtos de PCR de dois
iniciadores numa placa, um iniciador marcado com a fluorescéncia IRDye700 e o outro com
IRDye800, na proporcéo 1:1. Foram adicionados também 5 pL de agua e 3 pL de azul de
bromofenol contendo 90% de formamida. Logo em seguida, esta mistura foi desnaturada em
termociclador a 95°C por 5 min e mantida em geladeira. Um volume de 0,6uL de cada amostra
foi aplicado em gel de poliacrilamida a 6,5% pré-aquecido por 30 min. Foi aplicado também
0,25uL de marcador de peso molecular contendo fragmentos de 50 a 350 pb, marcados com as
fluorescéncias IRDye700 e IRDye800 (LI-COR Biosciences). As imagens geradas pelo
sequenciador automatico foram carregadas pelo programa SAGA MX (LI- COR Biosciences),

sendo possivel observar os tamanhos dos alelos de cada loco para cada um dos 90 individuos
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do banco. Posteriormente, o programa SAGA MX gera uma planilha em formato texto para cada

loco.

3.3 Extragéo de Oleo Essencial e Analise Cromatogréafica

3.3.1 Coleta do material vegetal e extracéo de 6leo essencial

Dentre o0s 90 acessos do BAG foram coletadas folhas de 79 acessos porgue 0s outros 11
acessos nao tinham sido incorporados no BAG, em fevereiro de 2010 (na fase de viveiro), e
estas foram posteriormente levadas para o Laboratorio de Produtos Naturais, do Centro de P&D
de Recursos Genéticos Vegetais do Instituto Agronémico de Campinas-SP, onde foram
conduzidas as etapas de secagem do material, extracdo dos 6Oleos essenciais e andlise da
composicao quimica dos 6leos essenciais.

As folhas de cada acesso foram separadas dos caules e das inflorescéncias,
acondicionadas em sacos de papel devidamente identificados e colocadas para secagem em
estufa de circulacdo forcada de ar com temperatura controlada a 40°C, sendo realizadas
pesagens diérias até obtencdo de peso constante. Os materiais secos foram armazenados em

sacos de papel até 0 momento da extracao.

A partir das folhas secas extrairam-se os Oleos essenciais por hidrodestilacdo, em
aparato Clevenger, por 2 horas (Figura 6), e posteriormente, armazenados em frascos de vidro

devidamente identificados e mantidos a -20°C até a analise da composi¢do quimica.

Em seis amostras ndo foi possivel separar a fase organica (6leo essencial) da aquosa,
nestes casos o 6leo essencial foi extraido com 200 mL de diclorometano (grau cromatografico)
e a solucdo armazenada em frascos de vidro, assim como efetuado com os 6leos essenciais.
Neste caso nao foi possivel calcular o teor de 6leo essencial, somente foi efetuada a analise da

composicdo quimica.
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Figura 6: Parte do processo de extracdo dos 6leos essenciais de L. alba (Campinas, 2010)

3.3.2 Andlise cromatograéfica

As substancias presentes nos 6leos essencias dos acessos foram analisadas por meio de
cromatografia gasosa. As substancias foram separadas e quantificadas em cromatografo gasoso
com detector por ionizagdo de chama (CG-DIC, Shimadzu, GC-2010). Coluna capilar: DB-5
(J&W Scientific; 30,0m x 0,25mm x 0,25um), utilizando o hélio como géas de arraste (1,0 mL
min.™1), split: 1/30 e o seguinte programa de temperatura: 60 °C-240 °C, 3°C min.™,

A caracterizacdo da composicdo quimica foi realizada em cromatografo gasoso
acoplado a espectrémetro de massas (CG-EM, Shimadzu, QP-5000), operando por impacto de
elétrons (70eV), coluna capilar: OV-5 (Ohio Valley Specialty Chemical, Inc.; 30,0m x 0,25mm
x 0,25um), utilizando o hélio como gas de arraste (1,0 mL min.™), split: 1/30, nas mesmas
condicGes do CG-DIC.
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As substancias foram identificadas por comparacdo de seus espectros de massas e
indices de Retencdo (IR) com dados da literatura (ADAMS, 2007). Para a obtengédo dos indices
de retencédo de (IR) das substancias foi empregada uma mistura de hidrocarbonetos (Co-Co4),
analisada nas mesmas condicGes operacionais das amostras, e aplicando-se a equacdo de VAN
DEN DOOL & KRATZ (1963).

3.4 Analise dos Dados

3.4.1 Analise dos dados moleculares

Utilizando como base as matrizes de dados obtidas na genotipagem dos locos
microssatélites polimorficos, foram estimados varios parametros populacionais. Muitos indices
sd0 usuais na caracterizacdo da diversidade genética de um loco especifico, como por exemplo,
heterozigosidade esperada, heterozigosidade observada, nimero de alelos por loco e contetdo
de informacdo polimorfica (PIC). Todos estes parametros citados foram estimados com o
programa MSTOOLS (PARK, 2001). Os alelos privados de cada grupo foram estimados
através do programa GDA (LEWIS & ZAYKIN, 2000). Utilizando o programa FSTAT 2.9.3
(GOUDET, 1995) foram estimados a riqueza alélica e os parametros propostos por NEI (1978):
Gst’ (coeficiente corrigido de diversidade relativa entre as populagdes ou grupos) e Gis (€ um

estimador do indice de fixacao).
Gst’ = (H1’ - Hs) / HY’ = Dst’/ HY’
Gis = (Hs-Ho) / Hs = 1- Ho / Hs

Os parametros Ht’, Hs, Dst” ¢ Ho sdo, respectivamente, diversidade génica total
independentemente do nimero de amostras, diversidade génica esperada (ndo viesada) dentro
da amostra, diversidade entre as amostras independentemente do nimero de amostras e

heterozigosidade observada.

A matriz de distancias genéticas de Rogers modificada por WRIGHT (1978) foi
calculada com base nas frequéncias alélicas. O dendrograma foi construido utilizando a matriz
de distancia genética e o método de agrupamento de WARD (1963) e desenhado pelo programa
DarWIN (PERRIER & JACQUEMOUD-COLLET, 2006). Através do programa BOOD
(COELHO, 2000) foi testada a estabilidade dos agrupamentos com 10.000 reamostragens
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bootstrap. O valor cofenético, que indica a confiabilidade do dendrograma, foi calculado por
teste de Mantel com 1000 permutagfes no porgrama NTSYS (ROHLF, 2000) para estimar
quanto da matriz original foi explicada pelo dendrograma obtido. Foi feito também uma anélise
de coordenadas principais utilizando o programa DarWIN (PERRIER & JACQUEMOUD-
COLLET, 2006).

3.4.2 Analise dos dados de composicdo quimica dos 0leos essenciais

As ferramentas da estatistica multivariada foram utilizadas para a analise dos dados de
composicao quimica dos 6leos essenciais. Através do programa estatistico R (R CORE TEAM,
2013) foi realizada a analise de componentes principais (PCA), visando resumir o conjunto de
dados total em um numero menor de variaveis guardando maior variancia possivel e também

para facilitar a visualizacdo de formacao de grupos através da andlise grafica.

O calculo da matriz de dissimilaridade empregando como medida a distancia euclidiana
também foi utilizado para a exploracdo dos dados, a fim de estimar a divergéncia entre 0s

individuos, fazendo uso do critério de agrupamento WARD para visualizar os grupos definidos.

3.4.3 Correlacéo entre as matrizes de distancia genética e a de disténcia euclidiana

A correlacdo entre as matrizes de distancia genética (79 individuos) e a matriz de
distancia euclidiana (calculada com base nos dados da composi¢do quimica dos 6leos essenciais
de 79 individuos) foi realizada através do teste de Mantel (MANLY, 1997) com 1000
permutagdes, utilizando-se o programa R (R CORE TEAM, 2013).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Resultados da Biblioteca Gendmica Enriquecidas com Microssatélites

As etapas que compBem o desenvolvimento das bibliotecas enriquecidas para locos
microssatélites foram realizadas com sucesso, resultando em 96 clones obtidos e sequenciados.
Em 70 destas sequéncias foram encontrados microssatélites, indicando um enriquecimento das
colbnias de 72,92%. Segundo dados relatados por SIGRIST (2009) e BAJAY (2009), o indice
de enriquecimento foi de 84,1% e 92,86%, respectivamente.

No total foram encontrados 144 motivos microssatélites, dos quais 37 eram
dinucleotideos (25,69%), 1 trinucleotideo (0,69%), 4 tetranucleotideos (2,78%), 82
pentanucleotideos (56,94%) e 20 hexanucleotideos (13,9%) (Figura 7).

Porcentagens dos motivos SSR em
Lippia alba

B 0,69%

0 2,78%

" 56,94%
m dinucleotideo

M trinucleotideo
M tetranucleotideo
[ pentanucleotideo

W hexanucleotideo

Figura 7 — Porcentagens de cada motivo SSR encontrado na biblioteca gendmica construida
para Lippia alba.

Esse grande nimero de motivos pentanucleotideos e hexanucleotideos foi observado
por BAJAY (2009) e SIGRIST (2009), e isto é obtido devido aos parametros empregados de
busca dos microssatélites pelo programa WEBSAT. Os resultados desta busca sdo repeticdes
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com o minimo de 10pb as quais foram consideradas microssatélites. No entanto, no caso de
motivos pentanucleotideos e hexanucleotideos sdo encontrados com duas repeticdes e
apresentam pouca probabilidade de polimorfismo, sendo assim descartados.

As sequencias pré-selecionadas foram submetidas ao programa Primer3 com
parametros pré-estabelecidos para desenho dos iniciadores. Nove iniciadores foram
selecionados e enviados a sintese, apresentando porcentagem média de CG de 47,13%, tamanho
médio de produto amplificado de 203,78 pb e temperatura média de reassociacdo de 60,89°C.
Destes iniciadores, todos dinucleotideos, cinco sdo classificados como perfeitos, trés como

compostos e um como interrompido (LABO5) (Tabela 3).

Tabela 3 - Lista dos iniciadores sintetizados a partir das sequencias selecionadas obtidas da

biblioteca gendmica enriquecida em L. alba.

Locos  Sequéncia -(I;C) Motivo Produto %CG Classificagdo

LABO5 F: TCCACCTCTTCTGCTTCACA 60 (AC)wo 202 50,0 Interrompido
R: CAGTTCGTGGCATCTGTGTT

LADO3 F: CGACCTAAGACACACCTAAGCA 63  (CT)7(AC)es 236 46,5 Composto
R: TGGAAATATGGGTTCACCTTG

LAEO3 F: GCAGCTCCAAATCCAACAG 58 (CA)s 244 48,8 Perfeito

R: GTTGATTGCCAAAGCGTCTA
LAEO9 F: GCATGAAATAATAAAATAAAAGACTCC 64  (AG)/(GA)s 187 38,0 Composto
R: CCCCTAAACCCCAAACTCAT

LAF04 F:GGCCTTGTGGTAAGATCCTG 61 (TA)s(GT)wo 150 52,5 Composto
R: ACCATGCTGGGTTTATGTCC

LAG04 F: TGGAATTGGCTAGGCATGAT 59 (TG)s 187 44,0 Perfeito
R: GGGTTGACCAAAAAGTCACAA

LAGO5 F:CGATTCTGGAAAATCTGGGTA 62 (CA)s 242 38,1 Perfeito
R: TGTTCTTGATGTTCATAAACCCTA

LAHO06 F: TACACCACCACAGCAGCAC 60 (AG)s 154 54,0 Perfeito
R: ACAGGCTTTACGCACGAAGT

LAHO09 F:CGTGTCTCGGGATATACGTG 61 (GT) 232 52,5 Perfeito

R: CCTCACAAGAAAGCATGTGG

4.2 Resultados da Otimizacéo dos Iniciadores

Do conjunto de 20 iniciadores [11 desenvolvidos por SANTOS et al. (2012) apresentado

na Tabela 2, e 9 obtidos com este trabalho presentes na Tabela 3], apenas o loco (La03) ndo
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mostrou amplificacdo via PCR. Onze locos foram polimorficos [cinco desenvolvidos por
SANTOS et al. (2012) e seis iniciadores desenvolvidos no presente estudo], sendo alguns destes

locos visualizados nas Figuras 8 A e B.

1
t%

e 3

Figura 8 - Perfil dos géis de poliacrilamida (LI-COR), mostrando cinco iniciadores (A) testados
em quatro acessos do banco de germoplasma da ESALQ/USP e outros 5 iniciadores (B) com

diferente temperatura de reassossiacao e concentracdo de MgCl, (Piracicaba, 2013).

No trabalho realizado por SANTOS et al. (2012), dos 11 iniciadores otimizados oito
foram polimorficos no grupo estudado pelos autores, sendo esta otimizagao dos marcadores em
eletroforese 6% com coloragdo com nitrato de prata. Diferente deste estudo, em que foi utilizada
a genotipagem automatizada em genotipador LI-COR, sendo necessaria nova otimizacdo dos
iniciadores. O comportamento observado através de todos os géis dos locos microssatélites foi

de plantas diploides, influenciando assim as analises dos dados (marcadores codominantes).
4.3 Analise dos Dados Moleculares

Dentre os onze marcadores polimdrficos (Tabela 4) para os grupos estudados, somente
um marcador amplificou com a temperatura de reassociacdo de 56° C sem gradiente de

temperatura (touchdown). Cinco amplificam com temperatura de 55°C, dois amplificaram com
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temperatura de 52°C e trés com a temperatura de 50° C. Para as diferentes concentracdes de
MgCl2, somente um loco amplificou com 1,8 pL (25mM), um com 2,2 pL, cinco com
1,6 pL, dois locos com 2,1 pL e outros dois locos com 2,4 pL. O loco LABOS teve
0 maior nimero de alelos (sete alelos), seguidos por La04, Lall e LAHO09 contendo cinco
alelos, e La01, La08, LADO3 e LAHO06 contendo apenas dois alelos. O loco com maior
amplitude alélica foi o Lall (5 alelos). A Figura 9 mostra um dos iniciadores utilizados para
genotipagem dos 90 acessos de L. alba.

Tabela 4 — 11 iniciadores polimorficos usados para genotipar os acessos de L. alba. T° C é a

temperatura de reassossiacao de cada iniciador.

Locos Sequéncia -E: Motivo AIE :os Axﬁélllitcuade

La0l F: CAGATTAGGGGGTGGACAAA 52 (CT)s 2 158-164
R: TGACTCTAGGGATGTCTGGAA

La04 F.GCTTATGTTGCCAGTCATGG 50 (AC)s 5 208-230
R: TCGTGTGAGATCGCGTAGAT

La08 F: TCCTGTTCATGGCTTTGATG 55 (TA)sC(GT)10 2 168-178
R: TGTGGGGCAAACTAACCTTC

La09 F:GGGGCTACACAGACATGACA 50 (AC)sT(CA)s(CA)g 4 235-251
R: CTTGCTCTTGCTCCCTCTGT

Lall F:GATTCTGGAAAATCTGGG 52 (TC)4(AC)s 5 113-137
R: CTAAGTAGGGCGTGGTAA

LABO5 F: TCCACCTCTTCTGCTTCACA 50 (AC)19 7 123-141
R: CAGTTCGTGGCATCTGTGTT

LADO3 F: CGACCTAAGACACACCTAAGCA 55 (CT)7(AC)s 2 252-268
R: TGGAAATATGGGTTCACCTTG

LAEO3 F: GCAGCTCCAAATCCAACAG 56 (CA)g 4 254-260
R: GTTGATTGCCAAAGCGTCTA

LAF04 F: GGCCTTGTGGTAAGATCCTG 55 (TA)5(GT)1o 3 165-177
R: ACCATGCTGGGTTTATGTCC

LAH06 F: TACACCACCACAGCAGCAC 55 (AG)s 2 174-180
R: ACAGGCTTTACGCACGAAGT

LAH09 F: CGTGTCTCGGGATATACGTG 55 (GT)7 5 252-266
R: CCTCACAAGAAAGCATGTGG
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Figura 9 — Perfil de gel de sequenciamento 6% em genotipador (LI-COR) mostrando um
exemplo de loco LAHO06 amplificado em 90 acessos de L. alba (Piracicaba, 2013).

Na Figura 10 é possivel verificar as frequéncias alélicas dos 11 locos microssatélites
amplificados para os dois grupos de acessos (69 acessos LAs da UFS e 21 acessos IACs do
Instituto Agrondmico).
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Figura 10 — Gréafico de barras mostrando as estimativas das frequéncias alélicas dos 11 locos
microssatélites para cada grupo (69 acessos LAs da UFS e 21 acessos IACs do Instituto
Agronbémico). O eixo Y indica o a frequéncia alélica e o eixo X indica o tamanho do alelo.

Pela Figura 11, o numero total de alelos acessados pelos 11 locos polimarficos foi de 41
alelos considerando os dois grupos (acessos LAs oriundos da Universidade Federal de Sergipe
— UFS, e acessos IACs oriundos do Instituto Agronémico). O nimero médio de alelos por loco
é de 3,45 e 3,09 para o grupo LA e o IAC, respectivamente, e o nimero meédio de alelos global
de 3,73 (0 numero medio de alelos global é a divisdo do nimero de alelos total pelo numero de
locos polimorficos). Em um estudo realizado com o cartamo, os autores obtiveram o nimero
medio de alelos igual a 2,8 usando 30 marcadores SSRs, considerado pelos autores
relativamente baixo se comparado com os dados encontrados por outros autores. HAMDAN et
al. (2011) encontraram nimero médio de alelos de 3,2; TANG & KNAPP (2003) encontraram
valor igual a 3,5 e SANTOS et al. (2012), utilizando SSRs em acessos de L. alba, encontraram
namero médio de alelos de 5,5, valor um pouco maior ao encontrado no presente estudo.

A frequéncia do alelo mais comum para cada loco variou de 25% (La09) a 100%
(LADO3). A riqueza alélica, que € o numero de alelos por grupo, tem o valor corrigido pelo
tamanho amostral. O numero de alelos foi maior para o grupo LA (38) em relacdo ao IAC (34).
A riqueza alélica média de cada grupo foi de 3,099 (LAS) e 2,957 (IACs), indicando diferenca
ndo muito pronunciada entre os dois grupos. O nimero de alelos privados, ou seja, alelos que
sdo observados em apenas um dos dois grupos estudados, foi igual a 10 no total.

Observando a Figura 12, podemos visualizar o numero maximo de 7 alelos por grupo
(grupo LA), sendo o loco LADO3 polimérfico somente para a grupo LA. Os locos LABO5S e
LAEO3 apresentaram mais alelos no grupo LA do que no grupo IAC.

No grupo dos acessos LAs, com a maior quantidade de gendtipos avaliados (69 acessos),
foi encontrado o maior numero de alelos (38 alelos) e o maior niumero de alelos privados (7
alelos), os quais sdo mostrados na Figura 13. Também foi verificada maior riqueza alélica
(3,099), observada na tabela 5, mas a diversidade genética de 0,4333. Para 0 grupo dos acessos
IACs, com 21 acessos, observaram-se nimero de alelos (34 alelos), menor nimero de alelos
privados (3 alelos), menor riqueza alélica (2,957) e diversidade genética de 0,4369, semelhante

ao grupo LA.
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Figura 11 — Numero de alelos por grupo e nimero total.
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Figura 12 — Numero de alelos por loco polimérfico nos dois grupos.
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Tabela 5 — Riqueza alélica por loco e por grupo.

LA IAC Média
La01 1,804 1,667 1,749
La04 3,540 3,552 3,675
La08 2,000 2,000 2,000
La09 3,797 3,999 3,948
Lall 3,359 3,994 3,786
LABO5 6,558 5,000 6,438
LADO3 1,684 1,000 1,575
LAEO3 3,308 3,000 3,260
LAFO4 2,942 2,700 2,901
LAHO06 2,000 2,000 2,000
LAHO09 3,094 3,610 3,177
Média 3,099 2,957 3,137

Numero de alelos privados

o N

LA

IAC

Figura 13 — NUmero de alelos privados nos dois grupos.

Analisando o conteudo de informacao polimérfica por loco (PIC) de BOTSTEIN et al.

(1980) apresentado na tabela 6, pode-se concluir, pela média do valor de PIC igual a 0,379, que

os marcadores microssatélites utilizados nesse estudo sao moderadamente informativos (0,25 <
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PIC <0,5). Valores medios de PIC, moderadamente informativos, foram obtidos em estudos de
diversidade genética utilizando microssatélites como ferramenta, de Ricinus communis, com
valor médio de 0,4335 (BAJAY, 2009).

O iniciador LADO3 apresentou o menor valor de PIC (0,034), a medida que 0s
iniciadores LABO5, La09 e Lall foram altamente informativos, apresentando valores de 0,714;
0,589 e 0,551 respectivamente. BAJAY (2009) obteve valores de PIC por loco entre 0,0832 e
0,7226, também variando de pouco (PIC < 0,25) a altamente informativos (PIC > 0,5), para
Ricinus communis.

O valor de heterozigosidade média esperada He (0,435) foi maior que a heterozigosidade
média observada Ho (0,265), indicando que a maioria dos locos ndo se encontram em Equilibrio
de Hardy-Weinberg, o que é esperado para espécies de reproducdo vegetativa e banco de
germoplasma. Verificou-se que ha endogamia intragrupos estimada pelo parametro Gis (0,395),
sendo este valor considerado baixo quando comparado com espécies de reproducdo sexual
mista, como a mamona (Gis = 0,845) (BAJAY, 2009) ou espécies de reproducao autbgama
como o arroz (Oriza sativa), com o valor de Gis = 0,946 (GAO et al., 2005). Segundo
YAMAMOTO (2006,) L. alba é uma planta alégama, o que explica 0 menor valor de
endogamia encontrado. O grupo dos acessos LAS apresentou um menor Fis (0,352) em relagéo
ao grupo dos acessos IACs (0,438). Os valores de Gst’ (0,041) foram baixos, evidenciando
baixa endogamia devido a subdiviséo, e indicando baixa diferenciacdo entre os grupos (LAs e
IACs).

Tabela 6 — Parametros estimados por loco relacionados a diversidade genética de todos o0s

acessos (90). PIC: conteddo de informagéo polimorfica; He: heterozigosidade esperada; Ho: heterozigosidade

observada; * esta dentro do intervalo de confianca, significativo a 5%

Locos PIC He Ho Gst' Gis
La0O1 0,069 0,072 0,075 -0,005 -0,028
La0O4 0,328 0,355 0,406 0,008 -0,143
La0O8 0,363 0,486 0,745 -0,004 -0,550
La09 0,589 0,660 0,602 0,151 0,089
Lall 0,551 0,617 0,253 0,072 0,594
LABO5 0,714 0,764 0,058 -0,022 0,926
LADO3 0,034 0,035 0,036 0,021 -0,022
LAEO3 0,500 0,577 0,000 0,114 1,000
LAF04 0,429 0,527 0,097 -0,023 0,818
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LAHO6 0,299 0,372 0,439 -0,004 -0,182
LAHO9 0,295 0,321 0,205 -0,020 0,363
Média 0,379 0,435 0,265 0,041 0,395

Através do programa STRUCTURE, o qual utiliza uma abordagem bayesiana, foram
testados os numeros de grupos variando de 1 a 8, representados pelos valores de K, sendo o
valor de K mais provavel indicado a partir dos valores de AK (EVANNO et al., 2005). Na figura

14 é mostrado o grafico com o pico no valor de K mais provavel (K=2).

DeltaK = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
140t

120} \\
100+ \

80r

Delta K

60F
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Figura 14 — Valores de AK para cada valor de K, calculado de acordo com o proposto por
EVANNO et al. (2005) e considerando todos os acessos do banco de germoplasma.

A partir do total de 90 acessos (69 LAs e 21 IACs) submetidos a analise pelo programa
STRUCTURE, foram formados dois grupos representados pela cor vermelha e verde (Figura
15). Destes 90 acessos, 55,6% foram alocados no grupo de cor vermelho e 44,4% foram
alocados no grupo de cor verde. Dos acessos LAs (69) cedidos pela Universidade Federal de
Sergipe, 36,2% (25 acessos) foram alocados no grupo vermelho e 63,8% (44 acessos) foram
alocados no grupo verde. Dos acessos IACs (21), do Instituto Agrondmico, 71,4% (15 acessos)
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foram alocados no grupo vermelho e 28,6% foram alocados no grupo verde. Nota-se que houve
uma tendéncia da maioria dos acessos do grupo dos LAs serem alocados no grupo verde e uma
tendéncia da maioria dos acessos do grupo dos IACs serem alocados no grupo vermelho.
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Figura 15 — Teste de atribuicdo para os acessos de L. alba (K=2). As barras verticais
representam 0s acessos. ACessos cCom a mesma cor pertencem ao mesmo grupo. Eixo horizontal
mostra acessos (de 1 a 69 representa os acessos LAs, e de 70 a 90 os acessos IACs). Eixo

vertical mostra o coeficiente de compartilhamento do individuo no grupo (Q).

O dendrograma foi construido a partir dos dados moleculares para permitir a
visualizacdo da distancia genética entre todos os acessos. A identificacdo dos acessos foi
definida com a mesma cor exibida pelo programa STRUCTURE e correspondente aos grupos
obtidos (Figura 16). O valor cofenético calculado foi de 0,813, indicando que o dendrograma
explica grande parte da matriz de distancia de Rogers modificada por Wright. Pode-se observar
no dendrograma que o agrupamento formado pelo programa STRUCTURE corroborou com o
agrupamento formado pelo método de agrupamento de WARD.

A analise de coordenadas principais foi calculada levando em consideracdo os dados
moleculares (microssatélites) para facilitar a visualizacdo dos grupos formados e confirmar os
grupos previamente encontrados com outros métodos (Figura 17).

Podemos verificar que tanto no agrupamento feito pelo critério WARD utilizando
distancia de Rogers, quanto na analise de coordenadas principais, existe a formacéo de dois

grupos distintos; E possivel observar a mesma tendéncia visualizada na figura 15.
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Figura 16 — Dendrograma baseado nos dados moleculares com todos os acessos (90), construido com as distancias

de Rogers-Wright e com método de Ward. Foi incluido o valor cofenético (r) e o bootstrap. A identificacdo dos

individuos foi definida com a mesma cor do Structure e corresponde ao mesmo agrupamento obtido.

Outro fato que pode ser ressaltado é que a analise bayesiana implementada pelo software

STRUCTURE corrobora com as analises de coordenadas principais e dendrograma feito pelo

criério WARD.
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Figura 17 — Gréafico da analise de coordenadas principais. As cores sdo correspondentes aos
grupos formados pelo STRUCTURE. De 1 a 69 grupo LA; de 70 a 90 grupo IAC; origem e

mais detalhes na Tabela 1.

4.4 Resultados Quimicos

Todos o0s acessos estavam situados no viveiro para padronizar as condicGes

edafoclimaticas e, dessa forma, caracterizar apenas as variagdes nos teores dos 0leos essenciais

relacionados aos acessos.

Tabela 7 — Teores de 6leo essencial de 73 acessos de L. alba.

Acessos Massa seca (g) Massa do 6leo (g) Teor de 6leo (%)

LA-72

LA-13

LA-07

LA-67

LA-56

LA-57

LA-43

LA-36

LA-14

LA-25

LA-71

LA-01

IAC-8

LA-39
IAC-15
LA-55

LA-62

LA-54
IAC-14
LA-30

LA-03

LA-52

LA-22
IAC-13
LA-04

LA-60

25,33
15,75
37,52
42,20
15,75
23,51
36,06
33,44
30,40
23,65
35,30
27,37
5,92
28,07
5,48
35,39
32,22
33,42
7,55
22,50
32,22
32,51
6,57
18,34
30,15
33,52

0,73
0,45
1,04
1,15
0,43
0,62
0,91
0,82
0,74
0,57
0,81
0,57
0,12
0,56
0,10
0,64
0,58
0,59
0,13
0,37
0,53
0,53
0,10
0,29
0,47
0,52

2,89
2,83
2,77
2,72
2,71
2,63
2,52
2,45
2,43
2,41
2,30
2,07
2,05
2,00
1,86
1,81
1,80
1,77
1,70
1,66
1,65
1,63
1,58
1,57
1,56
1,55
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LA-79
IAC-5
LA-20
LA-18
LA-12
LA-02
IAC-11
IAC-17
LA-17
LA-61
LA-53
LA-32
LA-05
LA-45
LA-31
LA-35
LA-16
LA-33
LA-58
LA-24
LA-41
IAC-4
LA-38
LA-50
LA-69
LA-34
LA-37
LA-15
IAC-1
LA-40
LA-28
LA-42
LA-10
LA-49
LA-09
IAC-19
LA-65
LA-21
LA-29
LA-70
LA-44
LA-64
LA-81
LA-19

7,95
2,68
39,16
31,71
6,87
33,42
4,62
14,38
30,59
33,97
14,38
33,93
36,72
35,95
34,26
23,24
33,09
35,43
33,32
2,67
30,33
1,91
38,00
29,10
32,67
32,78
33,57
35,05
2,92
35,75
32,83
38,43
29,03
8,89
23,13
2,46
7,63
31,88
32,91
3,53
33,57
2,83
8,76
17,23

0,12
0,04
0,55
0,44
0,09
0,44
0,06
0,18
0,37
0,40
0,17
0,38
0,41
0,40
0,38
0,25
0,35
0,37
0,35
0,03
0,31
0,02
0,38
0,29
0,33
0,32
0,33
0,34
0,03
0,33
0,29
0,34
0,25
0,08
0,19
0,02
0,06
0,24
0,24
0,02
0,23
0,02
0,05
0,09

1,45
1,40
1,39
1,39
1,34
1,31
1,27
1,24
1,22
1,19
1,15
1,11
1,11
1,11
1,11
1,09
1,07
1,05
1,04
1,03
1,03
1,03
1,01
1,01
1,00
0,98
0,98
0,96
0,96
0,92
0,89
0,89
0,86
0,85
0,81
0,80
0,78
0,76
0,72
0,69
0,68
0,60
0,57
0,55
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IAC-18 7,77 0,04 0,53

LA-08 36,29 0,18 0,50
LA-51 38,30 0,17 0,45
LA-47 1,29 nd nd
LA-63 1,65 nd nd
LA-66 0,94 nd nd
LA-68 2,28 nd nd
IAC-3 0,91 nd nd
IAC-9 1,33 nd nd

nd: ndo disponivel devido a pouca quantidade de dleo.

Observando a tabela 7, o acesso LA-72 possui a maior porcentagem de teor de 6leo
(2,89%), seguido pelos acessos LA-13, LA-07, LA-67, LA-56 e LA-57, com teores de 6leo de
2,83; 2,77; 2,72; 2,71 e 2,63% respectivamente. Em estudo realizado por CAMELO (2010),
trabalhando com alguns dos mesmos acessos utilizados no presente estudo, 0s acessos que
obtiveram as melhores médias de teores de 6leo foram LA-67 (2,80%), LA-57 (2,66%), LA-09
(2,54%), LA-01 (2,53%), LA-22 (2,53%) e LA-24 (2,50%), destacando-se dentre estes 0 LA-
67 e 0 LA-57, que também tiveram no presente estudo um valor alto. O estudo de CAMELO
(2010) também evidenciou que o acesso LA-60, com teor de 6leo de 1,73%, mostrou maior
rendimento de 6leo, com 1,81 mL por planta.

Através da analise por cromatografia gasosa dos 6leos essenciais dos 79 acessos, vinte
e quatro substancias foram identificadas e quantificadas, sendo mostradas na tabela 8.

Essa variacdo na proporcdo relativa das substancias em cada 6leo essencial entre o0s
acessos ja foi relatada por TAVARES et al. (2005), SANT’ANA (2009) e CAMELO (2010), e
pode estar relacionada com a origem dos acessos. Também como jé relatado por PANDELO et
al. (2012) onde foi evidenciada a expresséo de trés genes relacionados com a composi¢do
quimica do 6leo essencial e em adi¢cdo THOL (2006) relatou que ha centenas de genes terpeno
sintases na natureza que estdo envolvidos com a producdo dos terpenos, consequentemente

influenciando na variacdo da composicao dos 6leos essenciais.
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Tabela 8 — Composicao quimica (%) dos 6leos essenciais dos 79 acessos de Lippia alba. (Continua)

Substancias

Grupo Carvona

|

Grupo Linalol

IAC15 LAS56 LAS57 LA63 IAC13 IAC14 LA25 LA13 IAC1 IAC4 IAC8 LA22 LA24 LA12 IAC11 IR* IR**
tricicleno nc 0,18 nc nc nc nc 0,27 nc nc nc nc nc nc nc nc 924 926
a-pineno nc nc nc nc 0,48 nc 0,31 0,37 nc nc nc 1,75 1,12 0,63 nc 931 939
f3 -pineno nc nc nc nc 1,30 2,05 0,39 0,99 0,18 nc nc 0,64 tr 0,94 0,44 969 979
6-metil-5-hepten-2-ona nc nc nc nc nc 0,98 nc nc nc nc nc nc tr nc nc 980 985
mirceno nc nc 0,65 0,65 0,65 0,76 0,81 0,36 nc nc nc nc tr 2,03 nc 988 990
orto-cimeno nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc 1020 1026
limoneno 2,32 3,77 184 184 2064 19,42 27,83 14,75 1,07 nc nc 397 290 050 0,79 1025 1029
1,8 cineol nc nc nc nc 0,28 1,31 tr 0,77 1,72 1,12 nc 337 205 267 nc 1027 1031
(E)-B-ocimeno nc nc nc nc 0,51 0,53 0,35 0,43 0,24 nc nc nc nc 0,57 nc 1043 1050
y-terpineno nc nc nc nc 0,37 0,66 nc 0,64 nc nc nc nc nc nc nc 1062 1059
linalol 1,26 040 049 049 1,49 1,18 0,97 1486 6465 79,83 7044 69,06 41,30 46,31 57,56 1095 1096
neral nc nc 0,12 0,13 nc nc tr nc nc tr 2,37 1,26 2,29 12,73 3,41 1236 1238
carvona 78,07 8258 86,00 8597 60,34 60,13 5568 5297 12,44 nc nc nc nc nc nc 1240 1243
geraniol nc nc nc nc nc tr nc nc nc nc nc nc nc tr tr 1250 1240
piperitona 0,50 0,80 094 0,95 0,50 nc 573 043 nc nc nc nc nc nc nc 1249 1252
geranial nc nc nc nc nc nc 2,42 tr tr 0,39 481 185 7,49 1942 572 1266 1267
B-elemeno nc nc 0,14 0,14 nc nc 0,16 nc 0,88 0,87 1,15 0,62 157 153 0,56 1390 1390
trans-cariofileno nc 0,26 024 0,25 0,27 nc tr 0,58 2,32 2,46 2,46 196 321 2,35 595 1415 1419
a -guaieno nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc 1435 1439
a -humuleno nc nc nc nc nc nc nc nc 0,30 0,37 nc nc tr nc 0,53 1449 1454
y-muuroleno nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc 1477 1479
germacreno D 4,04 3,78 285 284 3,33 3,64 3,15 3,61 4,22 2,73 3,38 288 7,75 2,86 4,47 1477 1485
a-bulneseno 0,79 066 061 0,61 0,61 0,55 nc 0,47 nc 0,21 0,70 nc nc 0,23 nc 1501 1509
espatulenol nc nc nc nc nc nc nc nc 0,34 1,48 1,19 044 164 0,68 1,97 1577 1578
Total identificado 86,98 92,43 93,88 93,87 90,77 91,21 98,07 91,23 88,36 89,46 8650 87,80 71,32 9345 81,40

IR* - Indice de Retencdo; IR** - Indice de Retencdo da Literatura; nc - auséncia da substancia; tr - traco da substancia (% <= 0,02).
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Tabela 8 — ......Continuacao.

Grupo Mirceno Grupo Citral

Substancias LA 35 LA17 IAC17 IAC19 IAC5 IAC9 LAO02 LAO3 LA0O4 LAOS LAO7 LAO8 LA10 LA15 IR* IR**
tricicleno 0,31 nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc 0,28 nc nc 924 926
a-pineno 13,19 nc nc nc nc nc 1,95 nc 0,20 nc nc 1,55 nc nc 931 939
f3 -pineno 4,97 nc 0,31 0,32 nc nc 0,70 nc 0,55 nc nc 0,31 0,50 nc 969 979
6-metil-5-hepten-2-ona Nc nc nc nc nc nc 0,70 0,28 0,73 nc nc 0,63 0,69 nc 980 985
mirceno 55,26 0,53 1,74 0,29 0,24 044 916 090 089 0,16 tr 4,02 392 1,03 988 990
orto-cimeno Nc nc nc nc nc nc nc nc 3,43 nc nc nc nc nc 1020 1026
limoneno 2,62 nc nc nc 1,12 3,31 440 2,29 488 120 041 0,37 nc nc 1025 1029
1,8 cineol Nc nc nc nc 0,88 nc 0,46 nc nc nc 1,42 tr nc nc 1027 1031
(E)-B-ocimeno 1,60 nc nc nc 0,42 nc 1,03 nc 1,10 nc nc 0,65 0,82 nc 1043 1050
y-terpineno 1,14 nc nc nc 0,88 nc nc nc 3,29 nc nc nc nc nc 1062 1059
linalol 1,39 0,89 0,45 0,51 0,55 2,97 266 066 051 103 089 080 0,79 2,68 1095 1096
neral Nc 34,47 31,92 27,76 34,14 3246 29,56 33,08 31,71 3440 3451 34,08 34,88 33,19 1236 1238
carvona Nc nc nc nc nc 1,62 0,98 3,49 nc 0,43 1,60 nc nc 0,63 1240 1243
geraniol Nc 0,89 1,09 tr 0,56 0,81 tr 1,02 0,79 098 081 tr 0,90 1,62 1250 1240
piperitona Nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc 1249 1252
geranial Nc 52,21 50,94 58,29 49,30 47,28 42,34 46,51 44,28 4944 50,03 48,63 49,22 47,01 1266 1267
-elemeno Nc 0,77 1,04 2,34 nc 0,71 tr 0,53 nc 0,66 0,28 nc 0,85 0,87 1390 1390
trans-cariofileno 1,77 1,86 3,45 3,89 3,76 315 288 056 269 358 012 264 199 470 1415 1419
a -guaieno 1,77 nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc 1435 1439
a -humuleno 0,48 nc 0,28 nc 0,53 nc nc nc 0,29 nc nc 0,32 nc 0,23 1449 1454
y-muuroleno Nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc 1477 1479
germacreno D 1,39 0,38 1,25 1,18 0,33 2,44 2,16 482 0,74 136 1,73 nc 0,50 1,27 1477 1485
a-bulneseno 1,21 nc nc 0,26 0,50 0,33 033 054 nc 0,28 0,36 nc nc 0,29 1501 1509
espatulenol Nc 3,02 2,50 2,03 2,48 1,48 0,89 nc 1,22 2,03 nc 265 2,70 1,98 1577 1578
Total identificado 87,10 95,02 94,97 96,87 9569 97,00 100 94,68 97,30 9555 92,16 96,93 97,76 95,50

IR* - Indice de Retencdo; IR** - Indice de Retencdo da Literatura; nc - auséncia da substancia; tr - traco da substancia (% <= 0,02).
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Tabela 8 — ......Continuacao.

Grupo Citral

Substancias LA19 LA21 LA28 LA29 LA30 LA32 LA33 LA34 LA36 LA37 LA38 LA39 LA40 LA41l LA42 LA43 IR* IR**
tricicleno nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc 924 926
a-pineno 1,11 0,14 nc nc nc nc nc 0,25 nc 0,37 nc nc 0,90 nc 0,16 nc 931 939
B -pineno 0,26 nc nc nc nc nc 0,25 tr nc nc nc nc 0,55 nc nc nc 969 979
6-metil-5-hepten-2-ona 0,61 nc nc nc nc nc nc tr nc nc nc nc 1,06 nc nc nc 980 985
mirceno 309 043 023 054 053 070 035 093 023 058 0,78 nc 362 031 087 014 988 990
orto-cimeno nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc 0,67 nc nc nc 1020 1026
limoneno 0,30 nc nc nc nc 0,33 057 040 043 041 nc 0,33 1,05 nc nc 1,22 1025 1029
1,8 cineol nc nc nc nc nc nc nc nc 1,52 nc nc 0,62 nc nc nc nc 1027 1031
(E)-B-ocimeno 0,56 nc nc nc nc nc 0,35 nc nc nc 0,20 nc 0,97 nc nc nc 1043 1050
y-terpineno nc nc nc nc nc 0,31 0,56 nc 0,60 nc nc nc 0,48 nc nc nc 1062 1059
linalol nc 128 19 229 08 039 199 283 091 062 075 046 133 057 144 0,77 1095 1096
neral 33,13 34,19 33,80 32,56 3450 29,83 3420 34,09 3529 3544 33,70 3295 32,25 33,77 32,43 34,08 1236 1238
carvona nc nc nc nc nc nc nc nc 0,86 nc nc 0,51 nc nc nc 3,04 1240 1243
geraniol 067 255 079 106 089 459 150 0572 057 057 200 161 09 205 167 100 1250 1240
piperitona nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc 1249 1252
geranial 49,56 49,07 50,29 47,23 52,08 47,12 4845 48,91 49,53 51,74 51,67 52,77 4295 52,03 47,14 51,11 1266 1267
-elemeno nc 0,18 tr 295 0,77 044 117 188 035 027 121 013 0,39 187 341 0,31 1390 1390
trans-cariofileno 210 266 183 305 184 618 360 205 019 198 198 292 275 248 330 0,24 1415 1419
o -guaieno nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc 1435 1439
a -humuleno nc nc nc nc nc 0,58 0,18 nc nc 0,21 nc nc nc nc nc nc 1449 1454
y-muuroleno nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc 1477 1479
germacreno D nc 0,29 nc 392 0,37 nc 0,75 1,03 2,20 nc 0,70 100 291 126 3,14 2,65 1477 1485
a-bulneseno nc nc nc nc nc nc nc nc 0,40 nc nc 0,49 nc nc nc nc 1501 1509
espatulenol 300 257 402 149 301 378 155 229 nc 257 168 195 1,18 126 1,47 nc 1577 1578
Total identificado 94,39 93,36 92,91 9509 9488 94,25 09547 9538 93,08 94,76 94,67 9574 94,02 9560 9503 94,56
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Tabela 8 - ......Continuacao

Grupo Citral
Substancias LA44 LA45 LA47 LA49 LAS0 LAS1 LAS2 LA5S3 LAS4 LAS8 LAG0 LA61 LA62 LAG4 LAGS LAGE IR* [R**
tricicleno nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc 924 926
a-pineno 0,80 1,05 nc 0,16 nc nc nc 0,23 nc nc nc nc nc nc 0,16 nc 931 939
f3 -pineno nc 0,61 0,15 nc nc nc 0,16 nc nc nc nc nc nc nc nc nc 969 979
6-metil-5-hepten-2-ona 0,80 0,68 nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc 980 985
mirceno 0551 8,94 nc nc nc 0,78 nc nc nc 099 152 0,69 0,26 nc nc 0,20 988 990
orto-cimeno nc 1,13 nc nc nc nc nc nc 111 nc nc nc nc nc nc nc 1020 1026
limoneno 1,18 049 101 0,74 061 nc 1,02 054 088 0,33 nc 0,36 039 030 053 042 1025 1029
1,8 cineol 0,29 nc 1,15 0,38 nc nc 1,16 0,79 nc nc nc nc nc nc 0,23 1,43 1027 1031
(E)- p-ocimeno nc 1,04 0,28 nc tr nc 0,29 nc 042 0,24 nc nc nc nc nc nc 1043 1050
y-terpineno nc 0,44 0,82 nc 0,56 nc 082 032 0,88 nc nc nc nc nc nc 0,58 1062 1059
linalol 055 1079 052 028 062 074 053 187 054 164 158 166 054 059 066 090 1095 1096
neral 33,47 31,84 33,223 29,62 36,42 3436 33,15 29,72 34,23 34,01 30,89 3485 3394 2821 32,11 34,55 1236 1238
carvona nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc 4,10 nc nc 1,59 1240 1243
geraniol 071 146 062 035 074 08 061 19 056 19 368 160 153 040 058 081 1250 1240
piperitona nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc 1249 1252
geranial 48,84 4439 48,46 55,17 52,68 49,00 48,37 5345 4948 5181 47,65 52,15 49,83 59,50 56,57 50,07 1266 1267
-elemeno nc 041 0,17 tr 0,48 080 019 0,38 nc 0,46 0,49 043 tr 0,58 0,24 nc 1390 1390
trans-cariofileno 2,76 294 489 283 1,79 279 490 268 378 082 520 092 0,77 234 137 0,12 1415 1419
a -guaieno nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc 1435 1439
a -humuleno nc nc 0,67 nc nc nc 0,69 062 053 028 027 0,29 nc 0,69 1,83 nc 1449 1454
y-muuroleno nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc 1477 1479
germacreno D nc 044 061 047 066 134 063 0,22 0,33 nc 0,85 nc 1,15 043 0,23 1,72 1477 1485
a-bulneseno nc nc 0,56 nc nc nc 057 1,04 0,49 nc nc nc 056 152 1,15 0,36 1501 1509
espatulenol 344 112 304 367 064 209 305 1,71 246 090 347 064 068 062 0,72 nc 1577 1578

Total identificado

93,35 97,77 96,18 93,72 9520 92,73 96,14 9547 95,69

93,38 95,60 93,59

93,75 95,18 96,38 92,75

IR* - Indice de Retencdo; IR** - Indice de Retencdo da Literatura; nc - auséncia da substancia; tr - traco da substancia (% <= 0,02).
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Tabela 8 —.....

Continuacao.

Grupo Citral

Substancias LA68 LAG69 LA70 LA71 LA72 LA79 LAS81L LA18 LA31 LAO01 LAO09 LA14 LAG67 LASS IAC3 IR* IR**
tricicleno nc 0,19 nc nc nc nc nc nc nc 0,33 nc 0,23 nc 0,22 nc 924 926
a-pineno nc 0,51 nc nc nc nc nc 0,17 nc 0,64 1,79 0,28 033 0,57 nc 931 939
f3 -pineno 0,26 0,62 0,33 nc nc nc nc 0,40 nc 0,65 1,06 0,60 0,38 1,00 nc 969 979
6-metil-5-hepten-2-ona nc 0,80 nc nc nc nc nc tr nc 0,72 1,13 081 0,60 0,58 nc 980 985
mirceno 0,36 1,13 1,72 nc nc 0,46 0,31 150 058 3,15 664 063 031 0,84 0,72 988 990
orto-cimeno nc 4,28 nc nc nc nc nc nc nc 2,00 nc 183 166 4,19 nc 1020 1026
limoneno 0,58 1,18 nc 0,67 0,32 nc nc tr nc 10,39 0,35 9,79 6,92 8,14 0,36 1025 1029
1,8 cineol nc 0,31 nc 0,73 1,13 nc nc tr nc 0,79 0,32 nc nc nc nc 1027 1031
(E)-B-ocimeno 0,35 1,81 nc 0,24 nc nc nc 0,19 nc 0,96 1,18 0,39 047 129 nc 1043 1050
y-terpineno 0,56 3,23 nc 0,61 0,35 nc nc nc nc 1,86 nc 281 297 3,68 0,33 1062 1059
linalol 2,00 1,04 046 051 0,88 1,13 099 12,74 692 6,20 490 0,76 0,71 0,49 0,45 1095 1096
neral 34,24 30,81 31,93 34,20 3490 30,46 30,20 29,91 29,40 26,79 27,09 29,65 31,97 28,75 29,51 1236 1238
carvona nc nc nc nc 0,82 nc nc nc 0,55 1,75 nc 439 0,66 nc nc 1240 1243
geraniol 1,50 056 1,10 0,73 1,39 0,44 2,34 094 059 tr 223 043 129 0,80 4,62 1250 1240
piperitona nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc 1249 1252
geranial 48,44 4297 50,92 50,77 51,66 59,38 49,69 42,44 4538 3856 4194 4180 44,14 40,69 46,21 1266 1267
-elemeno 1,15 040 1,03 0,14 0,26 0,80 1,90 058 1,15 nc 1,78 nc nc nc 0,55 1390 1390
trans-cariofileno 3,59 1,78 343 4,05 0,26 1,22 2,58 3,27 483 1,75 3,16 tr 0,99 3,12 6,05 1415 1419
a -guaieno nc 2,02 nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc 1435 1439
a -humuleno 0,18 049 0,29 0,56 nc 0,41 nc nc nc nc nc nc nc 0,39 0,38 1449 1454
y-muuroleno nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc 2,10 nc nc nc nc 1477 1479
germacreno D 0,74 025 124 0,65 1,26 0,33 0,45 1,03 1,94 2,44 2,82 1,27 1,56 nc nc 1477 1485
a-bulneseno nc 1,05 nc 0,50 0,38 nc nc 0,26 0,47 nc nc 0,24 nc nc nc 1501 1509
espatulenol 1,55 1,11 248 2,35 nc 0,46 3,37 1,87 338 048 0,93 nc nc 1,43 3,75 1577 1578
Total identificado 9550 96,54 94,93 96,71 93,61 9509 91,83 9530 9519 9946 9942 9591 9496 96,18 92,93

IR* - Indice de Retencdo; IR** - Indice de Retencdo da Literatura; nc - auséncia da substancia; tr - traco da substancia (% <= 0,02).
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Tabela 8 — ......Continuacao.

Grupo Citral

Substancias IAC 18 LA 20 LA 16 IR* IR**
tricicleno nc nc nc 924 926
a-pineno 1,15 tr 1,30 931 939
8 —pineno 0,55 0,64 0,47 969 979
6-metil-5-hepten-2-ona 0,57 0,76 0,49 980 985
mirceno 8,75 6,78 7,88 988 990
orto-cimeno nc 2,84 0,61 1020 1026
limoneno 0,46 tr 0,57 1025 1029
1,8 cineol 1,09 nc nc 1027 1031
(E)-B-ocimeno 0,21 1,49 0,77 1043 1050
y-terpineno nc 1,30 nc 1062 1059
linalol 0,61 2,67 0,69 1095 1096
neral 29,41 31,88 32,04 1236 1238
carvona 1,64 nc nc 1240 1243
geraniol tr 0,64 0,50 1250 1240
piperitona nc nc nc 1249 1252
geranial 48,08 44,73 45,00 1266 1267
B-elemeno 0,19 0,55 nc 1390 1390
trans-cariofileno 1,97 1,00 3,62 1415 1419
o —guaieno nc nc nc 1435 1439
a —humuleno nc nc nc 1449 1454
y-muuroleno nc nc nc 1477 1479
germacreno D nc 1,40 0,39 1477 1485
a-bulneseno nc nc nc 1501 1509
espatulenol 3,19 nc 2,58 1577 1578
Total identificado 97,87 96,68 96,91

IR* - Indice de Retencdo; IR** - Indice de Retencdo da Literatura; nc - auséncia da substancia; tr - traco da substancia (% <= 0,02).
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Com base nas proporc¢oes relativas das substancias, nos 6leos essenciais, foi calculada
uma matriz de distancias euclidianas e, posteriormente pelo método de agrupamento de WARD,
foi obtido o dendrograma (Figura 18).

Pela visualizacdo do dendrograma, foram definidos 4 grupos que corresponderam aos
compostos majoritarios dos 6leos essenciais. O grupo 1 foi definido pelos individuos com as
substancias majoritarias, neral e geranial (citral). O grupo 2 foi definido pelos individuos com
a substancia majoritaria carvona. O grupo 3 foi definido pelo individuo: LA-35, com o mirceno
como substancia majoritaria. O grupo 4 foi definido pelos individuos contendo a substancia
linalol como a mais abundante nos 6leos essenciais. A identificacdo dos individuos recebeu as
mesmas cores obtidas no programa STRUCTURE na etapa das analises com dados dos
marcadores moleculares.

As Figuras 19, 20, 21 e 22 mostram a proporcdo relativa média das substancias, nos

06leos essenciais por grupo quimico (Grupo 1, 2, 3 e 4 visualizados no dendrograma).
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Figura 19 — Proporcdo relativa média das substancias presentes nos 6leos essenciais de L. alba do Grupo 1 (quimiotipo: citral).



[ouajmedso
ouasaUNg 0

(1 OuRIOBULRT
ousjoinnuu-L
oua[nuIny N
oudIeNs'n
Oud[JoLIED’)
oudwRP g

[erueIas

euojuadid

[oIURIaE

[eiou

Substancias

- [ojeur]

ouaurdiay i

oupwnoo gy

[oauID-g ]

100

(=]
[2e]

] =
w =T
SEIDUEB)SqNS 9,

20

. ouguou]

ouaUIY OH0
oua DI
BUO-Z-l-5-1U-9
ousurd-g
ousurdn

OUD IO}

Figura 20 — Proporcdo relativa média das substancias presentes nos 6leos essenciais de L. alba do Grupo 2 (quimiotipo: carvona).

52



7 [ouaniedsa
—o:omo:_:n_.a
— (1 OUdIDRULIDT

Ozo_o.__.__.__l_._.‘ﬁ

ougjnumnyn

- oudIeEns n

— oud[IjoLIED )

ot g
[euesaS
euojadid
[oluesaE
BLOAIRD

[eiou

Substincias

[opeu
ouaundiayh

oupunoo g 1)

[0aUID "]

- ouauoun|

oUW OO

BUO-Z-1]-§-U-Q

- ouaurd-g
l ouaud

ouR|oIoL

100

80

w
SRIDUR)S(NS 2,

= =]
-

20

Figura 21 — Proporcdo relativa das substancias presentes no 6leo essencial de L. alba (acesso LA-35) do Grupo 3 (quimiotipo: mirceno).

53



— [oua[nedsa
oudsaUINg D
- (1" OURJOBILIDT
ougjonnurh
oud[WNY 0

oudIensm

- OUR[IfoLIED")

— ousRR ¢

- [eIueIDS

euoyadid

[oleIa5

_r.:n.?_mu

- [elou

Substancias

7 ouauncioy L

ouawnd0 g ()

— [02U10°R°|

— ouauoun
OUAWID 0}I0
OudDIL
BUO-Z-Y-G-1I-Q
ouaurd-g
ouaurd-n

OUR|IoL)

100

80

SEIOUBISqNS o,

Figura 22 — Proporcdo relativa média das substancias presentes nos 6leos essenciais de L. alba do Grupo 4 (quimiotipo: linalol).

54



Segundo BLANK et al. (2011) a caracterizacdo quimica dos acessos de plantas
produtoras de 0leos essenciais e a manutencdo em banco de germoplasma é importante

para identificar genotipos de alta qualidade e melhores adaptados a regido de cultivo.

Foram realizadas as analises de componentes principais (ACP) com o objetivo de
reduzir a dimensionalidade dos dados, identificar as substancias mais importantes para a
caracterizagdo quimica dos acessos e agrupar os individuos de acordo com a composicao
quimica de seus Oleos essenciais. A analise de componentes principais foi realizada
considerando o0s acessos como observacdes e os dados de proporcdo relativa das
substancias dos 6leos essenciais de cada acesso como variaveis, as quais somam ao todo
24. A tabela de variancia e variancia acumulada (autovalores) mostra que é possivel
resumir o conjunto de 24 varidveis em apenas 7 componentes principais guardando 79,3%
da variancia total (Tabela 9). A representacdo grafica das duas primeiras componentes
principais, com as maiores variancias mostradas na Figura 23, permitiu definir os grupos

de acordo com as substancias em maior proporcéo relativa.

Tabela 9 — Tabela de variancia e variancia acumulada (%) (autovalores).

Componentes Variancia Variancia Acumulada (%o)
CP1 5.8 24.3
CP2 4.4 42.6
CP3 2.7 53.8
CP4 2.0 62.1
CP5 1.7 69.3
CP6 1.3 74.8
CP7 1.1 79.3
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Figura 23 — Grafico das variancias das 24 componentes principais.

A figura 24 mostra o circulo de correlacGes entre as varidveis (substancias dos
Oleos essenciais). Com base nela, pode-se verificar a qualidade de representacdo das
variaveis ao se estudar a proximidade destas com a circunferéncia de raio 1. No plano
considerado observou-se que a maioria das variaveis estdo bem representadas, no entanto,
nada se pode afirmar a respeito das correlacbes que envolvem variaveis como o —
humoleno, y — muuroleno e B — elemeno que por ndo estarem proximas a circunferéncia
de raio unitario ndo estdo bem representadas.

Além disso podemos observar na figura 24 que as substancias neral e geranial
estdo fortemente e positivamente correlacionadas entre si e as mesmas duas substancias
estdo fortemente e negativamente correlacionadas as substancias carvona e germacreno —
D. Também notamos que mirceno ¢ o — guaieno estdo fortemente e positivamente
correlacionados. Segundo AZEVEDO et al. (2002) em estudo dos quimiotipos de Hyptis
suaveolens (L.), baseando-se na mesma analise do circulo de correlagdes observaram uma

forte e negativa correlacdo entre monoterpenos e sesquiterpenos oxigenados.
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Figura 24 — Circulo de correlacGes entre as variaveis para as duas primeiras componentes

principais.

O grafico de dispersao dos acessos (Figura 25) foi construido com base nas duas
primeiras variaveis, a primeira componente principal (CP1) reteve 24,3% e a segunda
componente principal reteve 18,3% da variancia total. Ap6s serem plotadas no grafico
pode-se observar uma separacao clara dos quimiotipos, consistente com 0s componentes
majoritarios. VIEIRA et al. (2001), em estudo com Ocimum gratissimum L., utilizou-se
da anélise de componentes principais para caracterizar quimicamente o 6leo essencial, a
qual foi eficiente em separar 0s acessos em 6 grupos, sendo eles grupo 1 — timol (a —
copaeno); grupo 2 — eugenol (spatulenol); grupo 3 — timol (p-cimeno); grupo 4 — eugenol

(y-muuroleno); grupo 5 — eugenol (spatulenol) e grupo 6 - geraniol.
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Gréfico de Dispersédo dos Acessos
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Figura 25 — Gréfico de dispersao dos 79 acessos para as duas primeiras componentes principais. As cores representam os diferentes quimiotipos,
vermelho (citral), azul (linalol), verde (carvona) e preto (mirceno).
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No primeiro componente principal, as variaveis que mais influenciaram foram
geranial (0.305), neral (0.292), espatulenol (0.260), geraniol (0.232), contribuindo
positivamente. E carvona (-0.211), mirceno (-0.230), (E)-B-ocimeno (-0.232), a-guaieno
(-0.234), a-pineno (-0.250), tricicleno (-0.253), limoneno (-0.256), pB-pineno (-0.314)
contribuindo negativamente.

A segunda componente principal foi influenciada por germacreno D (0.306),
carvona (0.263), linalol (0.219) contribuindo positivamente. E contribuindo
negativamente 6-metil-5-hepten-2-ona (-0.224), mirceno (-0.238), a-guaieno (-0.249),
geranial (-0.258), orto-cimeno (-0.260), y-terpineno (-0.263), neral (-0.274), (E)-B-
ocimeno (-0.309).

4.5 Correlacbes Dados Genéticos e Dados Quimicos

Importantes informacGes sdo obtidas comparando os dendrogramas construidos
com os dados genéticos (Figura 16) e dados quimicos (Figura 18) com os dados de
localidades de coleta (amostras provenientes de diferentes estados do Brasil, conforme
pode ser visto na Tabela 1), pois ha uma relacéo entre grupos quimicos, grupos genéticos
e os locais de coleta.

Os acessos LA-56, LA-57, LA-63, LA-13 e LA-25, coletados nos estados da
Bahia (BA), Sergipe (SE), Ceard (CE) e Amazonas (AM), respectivamente, sdo
pertencentes ao Grupo 2 (quimiotipo: carvona). Podemos observar na Figura 18 que o
grupo 2 pode ser dividido em dois subgrupos: num subgrupo estdo alocados 0s acessos
LA-56, LA-57 e LA-63 (Bahia e Sergipe) e no outro estdo alocados os acessos LA-13 e
LA-25 (Ceard e Amazonas). Na figura 16 podemos também observar que 0s acessos LA-
56 e LA-57 estdo alocados no mesmo subgrupo e no mesmo grupo formado pelo
STRUCTURE (verde), enquanto o acesso LA-63 esta alocado em outro subgrupo e no
mesmo grupo verde. Destaca-se também a separacéo entre o acesso LA-13 (CE) e 0 LA-
25 (AM), alocados no grupo vermelho e no grupo verde, respectivamente.

No Grupo 4 (quimiotipo: linalol) (Figura 18) houve uma subdivisdo separando 0s
acessos LA-11 e LA-24 do acesso LA-22, coletados no Distrito Federal, Goias e Minas
Gerais, respectivamente. O grupo 3 (quimidtipo: mirceno) formado apenas pelo individuo
LA-35 diferenciou, com uma grande distancia genética (Figura 16), dos acessos do Grupo
4 (quimidtipo: linalol). Pose-se observar também que o Grupo 4 foi todo alocado no grupo
genetico vermelho; A maioria dos acessos do Grupo 2 (quimiotipo: carvona) foram

alocados no grupo verde e em um determinado subgrupo genético mostrado pelo
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dendrograma (Figura 16); E o Grupo 1 (quimidtipo: citral) com 66,7% dos acessos
alocados no grupo verde.

Essa falta de relacdo ja foi relatada por MANICA-CATTANI et al. (2009)
trabalhando com marcadores ISSR e RAPD e 6leo essencial de L. alba, mostraram que
ndo houve uma forte relacdo da variabilidade genética global dos acessos com a
composicao dos Oleos essenciais, mas algumas marcas foram capazes de separar 0s
acessos de alguns quimiotipos.

NAN et al. (2003), em contradi¢cdo do que foi relatado por MANICA-CATTANI
et al. (2009), relatou que houve uma forte correlagdo entre as distancias genéticas e as
distancias quimicas para Primula ovalifolia Franchet.

O teste de Mantel, muito Gtil para comparar duas matrizes de distancias, foi
aplicado para comparar a matriz de distancias genéticas baseada nos dados moleculares
(Rogers modificada por Wright) com a matriz de distancia quimica (euclidiana).
Observou-se nesta andlise a correlacdo significativa de 0,3585 (p = 0.000999),
considerada baixa quando comparada ao valor de correlacdo encontrado por outros
autores [r = 0,9455 e p < 0,030 para distancias genéticas e quimicas (NAN et al.; 2003)],
mas nado tdo baixa comparado aos valores encontrados por SIGRIST (2009) de 0,525 (p

= 0,009), comparando dados morfoldgicos e moleculares em Curcuma longa L.

5 CONCLUSOES

a) A biblioteca gendmica enriquecida com microssatélites foi eficiente na obtencéo
de marcadores microssatélites para Lippia alba.

b) Os iniciadores foram otimizados com sucesso e destes 11 foram polimorficos
possibilitando realizar os estudos de genética populacional.

c) Os iniciadores SSRs foram eficientes em acessar a diversidade genética dos dois
grupos.

d) Houve estruturacdo genética evidenciada pela analise molecular dos dados.

e) Houve baixa diferenciacdo da diversidade genética entre os grupos da UFS e do
IAC, portanto a maior diversidade genética esta entre 0s acessos € ndo entre 0s
bancos, sendo assim importante conservar os dois grupos.

f) Os dados quimicos foram eficientes em mostrar a divergéncia dos teores de 0leo

essencial entre 0s acessos.
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9)

h)

)

Houve grande variacdo da composicdo quimica dos 6leos essenciais entre 0s
acessos e houve formacao de quatro grupos quimicos: citral, carvona, linalol e
mirceno.

As andlises multivariadas corresponderam aos grupos quimicos formados e
resumiram eficientemente os dados quimicos.

Houve baixa correlacdo entre os dados quimicos e moleculares. No entanto, o
linalol foi agrupado apenas no grupo vermelho formado pela analise bayesiana.
Houve pouca correlacédo entre os locais de coleta e 0s agrupamentos com base nos

dados quimicos e moleculares.
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Development of a novel set of microsatellite markers for Lippia alba (Verbenaceae)
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ABSTRACT. Microsatellite primers were developed and optimized for L. alba to
characterize the L. alba germplasm bank of University of Sdo Paulo. A genomic library
constructed enabled the design of 9 microsatellite primers. Six out of nine were
polymorphic, defined two groups into the bank. The data provide a support to
characterization germplasm banks, genetics breeding programs for L. alba and other
genetic diversity studies and classifications of species into the genera Lippia.

Key words: Lippia alba; Microsatellite; Genetic diversity; Essential oils; Germplasm
bank

INTRODUCTION

Brazil have a wide diversity of medicinal plants which play an important role in the
traditional medicine. Lippia alba is a medicinal and aromatic plant the of Verbenaceae
family and it is spread around Central and South America. It is a shrub which produces
essential oils with aromatizing, biological and pharmacological properties. Essential oils
from vegetal material of L. alba has potential use in cosmetic industries and also has
analgesic activity (Viana et al., 1998), anticonvulsant (Viana et al., 2000), sedative
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(Zetola et al., 2002) and antifungal (Shukla et al., 2009). Accessions of L. alba may be
defined in chemicals groups based on their major chemical components.

The information about diversity and genetic structure in germplasm accessions is very
important to allow the effective maintenance of different accessions due to reducing costs
(Gupta and Varshney, 2000). Microsatellites markers stand out despite of availability
others markers because are multi-allelic, co-dominant, relative abundance and extensive
genome coverage (Gupta and Varshney 2000).

Despite these advantages, only eight polymorphic microsatellite markers was already
published by Santos et al. (2012), indicating the necessity to increase the available set of
these highly informative genetic markers for efficient management and improvement of
Lippia alba germplasm resources. In this study, we describe 9 novel set specific L. alba
SSR markers, developed from a microsatellite-enriched library.

MATERIAL AND METHODS

The genomic DNA was extracted from young leaves of the L. alba accessions of the
Germplasm Bank of the University of Sdo Paulo/USP. Collected leaves of each 90
accession of the Germplasm Bank instantly were frozen with liquid nitrogen and stored
at —80 °C. The plant material was lyophilized and used for DNA extraction by the CTAB
protocol, described by Doyle and Doyle (1990). The DNA obtained was quantified on
1% agarose gel stained with Sybr Green, using lambda phage DNA at different
concentrations.

A microsatellite-enriched library was constructed following adapted protocols from
Billotte et al. (1999). Genomic DNA from one genotype of L. alba was digested with Afal
(Invitrogen), and enriched in microsatellite fragments using (CT)s and (GT)s motifs.
Microsatellite-enriched DNA fragments were ligated into pGEM-T Easy Vector
(Promega, Madison, WI, USA) and were used to transform XL1-Blue SuperCompetent.
The positive clones were selected using the -galactosidase gene and then were grown
overnight with ampicillin. A total of 96 clones were sequenced in an ABI3700 automated
sequencer (Applied Biosystems) using BigDye terminator cycle sequencing kit (Applied
Biosystems).

The WebSat software (http://wsmartins.net/websat/) was used to identify the
microsatellite-containing motifs. Nine primers pairs were designed for SSR flanking
regions using Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/), and they were tested in 90
accessions of L. alba germplasm bank.

PCR amplifications were performed in 20uL volume consisting of 2.0 uL 10 ng/uL DNA,
2.0 uL 10X PCR buffer (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI, pH 8.9), 1.0 uL 2.5 mM dNTPs,
0.2uL 1 U Tag DNA polymerase (Invitrogen), 1.6 uL 25 mM MgClz, 0.32 uL 10 uM
forward primer synthesized with an M13 sequence on the 5'-end, 0.4 uL 10 uM reverse
primer, 0.2 uL. 10 uM IRDye-labeled M13 Primer is included in the PCR reaction (LI-
COR Biosciences) and 10.88 uL H20.

The amplification program consisted of an initial denaturing step at 94 °C for 5 min,
followed 10 cycles touchdown at 94 °C for 40 seconds (denaturation), followed by
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annealing temperature of each primer for 40 seconds (-1 °C) and 1 min at 72 °C for
fragments extension; further 30 cycles at 94 °C for 40s, 40 °C for 40s, 72 °C for 1min,
final extension cycle at 72 °C for 10 min and finally 15 °C forever.

The amplified fragments were electrophoresed on an automated DNA sequencer LI-COR
Model 4300 (LI-COR Biosciences). Genotyping was performed by software SagaM* (LI-
COR Biosciences). Number of alleles, observed and expected heterozygosities were
calculated using software MStools (Park, 2001).

RESULTS AND DISCUSSION

Nine microsatellite primers were optimized and characterized for L. alba, six of them
were polymorphics (Table 1). The number of alleles per locus ranged from 1 to 7 alleles,
with an average of 3.83 alleles per locus. All microsatellite loci were composed of
dinucleotide repeats. The observed heterozygosity ranged from 0 to 0.494, (on average )
and the expected heterozygosity from 0.054 to 0.771 (on average ).

In this study, L. alba showed higher He than Ho, because the genotypes were collected in
many different locals and they were reproduced through stem cuttings. Therefore the
accessions are not in Hardy—Weinberg equilibrium.

The microsatellite markers developed in this study were efficient to characterize the
genetic diversity in L. alba germplasm accessions. These highly informative markers will
provide support to management of germplasm bank, also will be useful for breeding
programs for L. alba. These markers may be an important tool for distinguishing among
species into the genera Lippia and may help futures studies of identification of
quantitative trait loci (QTLs), association with agronomic and economic traits and
marker-assisted selection.

Table 1. Microsatellite markers developed for Lippia alba

Locus GenBank No. Primer sequence (5°- 3°) Repeat motif Ta (°C) Sizerange (bp) Na Ho He

LABO5 KF611774 F: TCCACCTCTTCTGCTTCACA (AC)19 50 123-141 7 0.091 0.771
R: CAGTTCGTGGCATCTGTGTT

LADO3 KF611775 F:CGACCTAAGACACACCTAAGCA (CT):(AC)s 55 252-268 2 0.056 0.054
R: TGGAAATATGGGTTCACCTTG

LAEO3 KF611776 F:GCAGCTCCAAATCCAACAG (CA) 56 254-260 4 0.000 0.583
R: GTTGATTGCCAAAGCGTCTA

LAEO9 KF611777 F: GCATGAAATAATAAAATAAAAGACTCC (AG)/(GA)s 55 204 1 0.000 0.000
R: CCCCTAAACCCCAAACTCAT

LAFO4 KF611778 F:GGCCTTGTGGTAAGATCCTG (TA)5(GT)1o 55 165-177 3 0124 0542
R: ACCATGCTGGGTTTATGTCC

LAG04 KF611779 F: TGGAATTGGCTAGGCATGAT (TG)s 55 206-216 2 0.000 0.000
R: GGGTTGACCAAAAAGTCACAA

LAG05 KF611780 F:CGATTCTGGAAAATCTGGGTA (CA) 55 255 1 0.000 0.000
R: TGTTCTTGATGTTCATAAACCCTA

LAHO6 KF611781 F: TACACCACCACAGCAGCAC (AG)s 55 174-180 2 0.494 0.385
R: ACAGGCTTTACGCACGAAGT

LAHO09 KF611782 F:CGTGTCTCGGGATATACGTG (GT), 55 252-266 5 0.236 0.323

R: CCTCACAAGAAAGCATGTGG

F = forward; R = reverse; Ta = optimal annealing temperature; Na = number of alleles; Ho = observed heterozygosity; He =
expected heterozygosity. All values are based on 90 accessions belonging of germplasm bank of University of S&o Paulo (USP).

71



ACKNOWLEDGMENTS

This research was supported by CAPES (Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de
Nivel Superior) e CNPqg (Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico).

REFERENCES

Billotte N. Lagoda PJL. Risterucci AM and Baurens FC (1999). Microsatellite-enriched
libraries: applied methodology for the development of SSR markers in tropical crops.
Fruits 54: 277-288.

Doyle JJ and Doyle JL (1990). Isolation of plant DNA from fresh tissue. Focus 12: 13-
15.

Gupta PK and Varshney RK (2000). The development and use of microsatellite markers
for genetic analysis and plant breeding with emphasis on bread wheat. Euphytica 113:
163-185.

Park S (2001). MStools V.3 (Excel Spreadsheet Toolkit for Data Conversion). Smurfit
Institute of genetics Trinity College. Dublin 2 Ireland.

Shukla R. Kumar A. Singh P. Dubey NK (2009). Efficacy of Lippia alba (Mill.) N.E.
Brown essential oil and its monoterpene aldehyde constituents against fungi isolated from
some edible legume seeds and aflatoxin B1 production. INT. J. FOOD MICROBIOL. 135:
165-170.

Stashenko EE. Jaramillo BE. Martinez JR (2004). Comparison of different extraction
methods for the analysis of volatile secondary metabolites of Lippia alba (Mill.) N.E.
Brown. grown in Colombia. and evaluation of its in vitro antioxidant activity. J.
Chromatogr. 1025: 93-103.

Santos FRC. Lima PF. Priolli RHG. Siqueira WJ. Colombo CA (2012). Isolation and
characteristics of eight novel polymorphic microsatellite loci in Lippia alba
(verbenaceae). Am. J. Bot. 99: 301-303.

Viana GSB. Vale TG do. Rao VSN. Matos FJA (1998). Analgesic and antiinflamatory
effects of two chemotypes of Lippia alba: a comparative study. Pharm. Biol. 36: 347-
351.

Viana GSB. Vale TG do. Silva CMM. Matos FDJ (2000). Anticonvulsant activity of
essential oil and active principles from chemotypes of Lippia alba (Mill.) N.E. Brown.
Biol. Pharm. Bull. 23: 1314-1317.

Zetola M. Lima TMC de. Sonaglio D. Gonzales-ortega G. Limberger RP. Petrovick PR.
Bassani VL (2002) CNS activities of liquid and spray-dried extracts from Lippia alba -
Verbenaceae (brazilian false melissa). J. Ethnopharmacol. 82: 207-215.

72



