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RESUMO 

 

A espécie Lippia alba pertence a um grupo de plantas medicinais e aromáticas mais populares 

e importantes do Brasil. Esta planta é utilizada como sedativo, antidepressivo e possuí 

propriedades analgésicas. Das suas folhas se extrai o óleo essencial o qual contém vários 

componentes e apresenta variação qualitativa e quantitativa. Devido a sua importância, 

potencial para cultivo e por ser uma das espécies que está na lista das medicinais recomendadas 

pela ANVISA, é necessário a implantação e caracterização de bancos de germoplasma. O 

presente estudo teve como objetivo caracterizar a divergência genética e química de acessos de 

L. alba. O banco de germoplasma estudado é composto no total por 90 acessos, 69 acessos são 

oriundos do banco da Universidade Federal de Sergipe (UFS) e 21 acessos são oriundos do 

banco do Instituto Agronômico de Campinas (IAC). Para acessar a diversidade genética, 

primeiramente, foi construída uma nova biblioteca genômica enriquecida com microssatélites 

e como resultado foi obtido 9 iniciadores e também foram utilizados 11 iniciadores já 

publicados. No total 20 iniciadores foram utilizados para genotipar os 90 acessos com um 

genotipador automático (LI-COR). Dentre os 20 iniciadores otimizados, 11 iniciadores foram 

polimórficos, 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 número 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 não se encontram em EHW, o que 

é esperado para acessos provenientes de banco de germoplasma, e para espécies de reprodução 

vegetativa. Verificou-se que há endogamia intragrupos pelo parâmetro estimado GIS (0,395). O 

valor do GST’ (0,041) foi baixo, evidenciando baixa diferenciação entre os grupos (UFS e IAC). 

Os resultados da análise da estrutura genética mostraram que houve formação 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 caracterização química, os óleos essenciais foram extraídos 

usando folhas secas, com o método de hidrodestilação e análise em cromatógrafo gasoso 

acoplado ao espectrômetro de massa. A identificação dos componentes foi realizada através da 

comparação dos seus espectros de massa com o banco de dados do sistema e a comparação dos 

índices de retenção com aqueles da literatura. A caracterização química revelou quatro grupos 

químicos correspondentes aos compostos majoritários dos óleos essenciais: Grupo 1 citral 

(neral e geranial); Grupo 2 carvona; Grupo 3 mirceno, representado por apenas um acesso; e o 

Grupo 4 linalol. O teor de óleo calculado com base na massa de folhas secas apresentou uma 

grande divergência, sendo que o acesso LA-72 obteve 2,89% de teor de óleo enquanto o acesso 

LA-51 obteve teor de óleo de 0,45%. Foi aplicado o teste de Mantel para as matrizes de 

distâncias genéticas e distâncias químicas e obteve um valor significativo de 0,3585. Os 

resultados desse trabalho fornecerão subsídios para a conservação desses recursos genéticos 

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

 

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

majoritários, banco de germoplasma. 
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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 – IAC. 

 

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 Agronômico 

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. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

As espécies de plantas medicinais e aromáticas vêm ganhando destaque nacional, onde 

o Brasil apresenta uma grande biodiversidade, pela importância dos seus princípios 

fitoterápicos e também pela importância dos seus óleos essenciais, os quais são usados pelas 

indústrias farmacêuticas, de cosméticos e alimentícias. Algumas espécies vegetais produzem 

óleos 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 

gênero Lippia, que compreende aproximadamente 200 espécies, incluindo outras espécies de 

importância como, por exemplo, a Lippia gracilis e Lippia sidoides.  

Os óleos essenciais são produzidos pelas plantas via metabolismo secundário e são 

compostos principalmente por monoterpenos e sesquiterpenos. Há variação qualitativa e 

quantitativa dos seus compostos devido aos fatores genéticos das plantas e aos fatores 

ambientais. Portanto, é essencial conhecer essas variações quando se pretende explorar 

economicamente essas espécies, seja através do cultivo ou através da exploração sustentável 

dos recursos genéticos (VIEIRA & AGOSTINI-COSTA, 2007). Sendo assim, a caracterização 

da divergência genética e química gera informações importantes ao manejo de banco de 

germoplasma visando o pré-melhoramento, melhoramento genético e a conservação da espécie. 

A instalação de bancos de germoplasma para espécies nativas é importante porque estas 

espécies possuem elevada adaptação ecológica e estão associadas aos padrões culturais locais, 

nos quais se destacam fruteiras, essências florestais, plantas medicinais, raízes e tubérculos, 

plantas industriais, dentre outras. O objetivo da instalação desses bancos é desenvolver 

tecnologias para a domesticação e a identificação do potencial dessas espécies. (QUEIROZ & 

LOPES, 2007). 

A importância dos óleos essenciais, considerando os óleos de outras espécies, pode ser 

notada pela expressão de US$ 2,8 bilhões no mercado internacional, segundo dados da FAO 

(2010). O Brasil tem uma pequena participação nesse montante, mas as suas exportações têm 

aumentado desde o ano de 2000 (Figura 1). 
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Fonte: FAOSTAT (2011) 

 

Figura 1: Exportações brasileiras de óleos essenciais em toneladas desde o ano de 2000 até o 

ano de 2011. 

 

 

Devido ao interesse da indústria farmacêutica e da indústria de cosméticos nos 

constituintes químicos presentes nelas e também em seus óleos essenciais, plantas medicinais 

e aromáticas tem destacada importância socioeconômica, e segundo MING et al. (2012) a 

demanda por esses produtos fitoterápicos pode aumentar, em consequência da divulgação da 

lista de plantas medicinais pela ANVISA (Agência Nacional de Vigilância Sanitária), de acordo 

com a Resolução RDC No10, de 09 de março de 2010 que regulamenta o uso dessas plantas. 

No entanto, estudos a respeito da diversidade genética, biologia reprodutiva e análise dos 

constituintes químicos ainda são relativamente escassos (BOTTIGNON, 2009). 

O presente trabalho visa agregar mais estudos relacionados à diversidade, à 

caracterização química para posterior utilização em programas de melhoramento e também à 

conservação de recursos genéticos. Os objetivos específicos desse estudo foram: (a) 

Desenvolver e otimizar marcadores microssatélites específicos para Lippia alba; (b) Estudar a 

estrutura e diversidade genética do banco de germoplasma de Lippia alba e (c) Caracterizar os 

óleos essenciais do banco de germoplasma de Lippia alba. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

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

 

 

Cerca de 200 espécies pertencem ao gênero Lippia, cujas características são plantas de 

porte arbustivo e subarbustivo, que apresentam folhas geralmente com tricomas glandulares, 

com inflorescências parciais capituliformes ou espiciformes axilares, com, brácteas que podem 

ser verdes ou coloridas, e corolas podendo apresentar coloração branca, rósea, magenta, lilás 

ou amarela (SALIMENA, 2000). Os principais centros de diversidade do gênero Lippia no 

Brasil, segundo SALIMENA (2002), são a Cadeia do Espinhaço (Minas Gerais) e a Chapada 

Diamantina (Bahia). 

L. alba é uma espécie medicinal e aromática conhecida por muitos nomes: erva cidreira 

do campo, alecrim do campo, erva cidreira brasileira, alecrim selvagem, cidrão, cidreira brava, 

falsa melissa, salva do Brasil e prontoalivio (MING, 1992; SILVA & SALIMENA, 2002; 

UNCTAD / BIOTRADE FACILITATION PROGRAMME, 2005). Pertencente à Verbenaceae, 

família a qual incluí outras muitas espécies importantes, como Aloysia triphylla (L’H´erit.) 

Britt., Verbena officinalis L., Lippia sidoides Cham., Lippia gracilis Schauer, etc.   

É um arbusto perene muito ramificado, com as brotações novas eretas, que tendem a 

ficar arqueadas com o crescimento, chegando a encostar-se ao solo, onde normalmente 

enraízam, formando moitas de 1,5 a 2,0 metros de altura. Suas folhas são membranáceas, 

pecioladas, pubescentes, opostas cruzadas ou alternadas, com limbo foliar que pode apresentar 

várias formas, com ápice pontiagudo, cuneiforme ou base decumbente e bordas serrilhadas ou 

crenadas (exceto na base). Seu fruto é do tipo esquizocárpico, 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, açudes, lagos 

e lagoas, em regiões de clima tropical, sub-tropical e temperado (STEFANINI et al., 2002). 

Apresenta várias sinonímias 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 reprodução por polinização cruzada predominante, com auto-incompatibilidade e flores 

hermafroditas. Na literatura são encontradas diversas aplicações terapêuticas 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 respiratórios, 
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atividades sedativas e cardiovasculares (OLIVEIRA et al., 2006), combate a problemas de pele 

(HENNEBELLE et al., 2008) e problemas hepáticos (DI STASI et al., 1989), diminuição de 

sintomas de dor de garganta e gripe (FRANCO & BARROS, 2006), e ação anti-inflamatória 

(DO VALE et al., 2002). Segundo SOUSA et al. (2009), o extrato aquoso de L. alba tem efeito 

na redução da germinação de sementes de Lactuca sativa (alface), sendo constatado efeito 

biocida (nenhuma germinação observada) em maiores concentrações do extrato. O estudo 

também revelou um possível efeito citotóxico pela redução do índice mitótico e genotóxico, e 

por ter causado inúmeras alterações cromossômicas. 

Podemos ressaltar que, além de suas importantes funções terapêuticas e da produção dos 

óleos essenciais com potencial para a aplicação na indústria de cosméticos, por exemplo, a 

espécie tem grande potencial agronômico pois apresenta rusticidade, fácil cultivo, 

desenvolvimento rápido e agressivo e propagação clonal via estaquia. Para que sua utilização 

seja ampliada, há a necessidade de estudos sobre a variação dos constituintes químicos dos 

óleos essenciais e sobre a diversidade genética da espécie. 

 

 

2.1.1 Óleos essenciais de L. alba 

 

 

Muitos produtos são extraídos das plantas com as mais diversas finalidades, desde a 

alimentação ao uso desses produtos na composição de produtos farmacêuticos e cosméticos. 

São dois grupos de metabólitos produzidos pelas plantas. Os metabólitos primários são os que 

participam dos processos vitais essenciais das plantas, enquanto os metabólitos secundários têm 

um papel importante na defesa das plantas, contribuindo para sua sobrevivência e perpetuação 

da espécie, em seu ecossistema. (VIEIRA & AGOSTINI-COSTA, 2007).  

A composição química dos óleos essenciais desta planta é formada principalmente por 

diferentes classes de substâncias, dentre eles os terpenos, predominando mono e sesquiterpenos 

(STASHENKO et al., 2004; SILVA et al., 2006). A base bioquímica desses terpenos são a via 

do ácido mevalônico e metileritritol fosfato. A via do ácido mevalônico origina o isopentenil 

difosfato (IPP) e seu isômero dimetilalil difosfato (DMAPP). As atividades de três 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 são as 

principais enzimas que fazem a catálise para formar os vários terpenos, os quais são compostos 

por unidades de isoprenos e são classificados de acordo com o número dessas unidades 

(THOLL, 2006; VIEIRA & AGOSTINI-COSTA, 2007). A via bioquímica alternativa é a do 
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metileritritol fosfato, provavelmente a mais amplamente utilizada na natureza do que a via do 

ácido mevalônico. O metileritritol fosfato é oriundo do piruvato e do gliceraldeído 3-fosfato, e 

a partir dele também são formados os isômeros IPP e DMAPP (DEWICK, 2009).  

Segundo THOLL (2006) a grande variedade de metabólitos terpênicos observada no 

reino vegetal deve-se às centenas de genes terpeno sintase conhecidos atualmente. Há também 

uma expressão diferencial desses genes, relacionada aos tecidos diferentes e às diferentes 

condições ambientais (estresses bióticos e abióticos). Em face dessa ampla variação dos 

compostos dos óleos essenciais, quantitativa e qualitativa, relacionada à genética da planta e ao 

ambiente, é importante caracterizar o banco de germoplasma. 

PANDELÓ et al. (2012) relataram em um estudo da produção de óleo essencial e 

expressão gênica da enzima terpeno sintase em diferentes estágios foliares de L. alba. Nesse 

estudo foi observado a expressão de três genes terpeno sintases LaTPS12, LaTPS23 e LaTPS25 

sendo que o nível de expressão desses três genes foi maior quando observou a maior produção 

do óleo em folhas mais novas. 

Na literatura encontramos muitos trabalhos caracterizando os óleos essenciais de 

acessos de L. alba. ZOGHBI et al. (1998) relataram a presença de três quimiótipos (citral, 

limoneno/carvona e 1,8-cineol), também MATOS (1996); JULIÃO et al., (2001) relataram que 

em L. alba, os terpenos que ocorrem com maior frequência são o linalol, 1,8-cineol, carvona, 

limoneno, β-mirceno, cariofileno, cânfora, germacreno e citral. JANNUZZI et al. (2011) relatou 

estudo com dezessete acessos de L. alba (três quimiótipos), no qual o teor de óleo foi avaliado 

apresentando média de 0,28% e a variação de 0,09% a 0,75% entre os acessos. Nesse sentido, 

L. alba tem um grande potencial para produção de óleos essenciais devido a importância dos 

seus compostos e o teor de óleo presente. 

Tais compostos voláteis são extraídos da matéria seca ou fresca através de 

hidrodestilação, arraste a vapor ou fluidos supercríticos (FRANÇA, 2005). Apresentam um 

aroma forte, quase sempre agradável, são insolúveis em água e solúveis em solventes orgânicos. 

Cada planta apresenta um conjunto de substâncias, sendo seu grupo químico 

(quimiótipo) definido pela maior ou menor proporção relativa no óleo essencial 

(YAMAMOTO, 2006). 

Em um estudo feito com 16 acessos de L. alba, no Distrito Federal, foram identificados 

5 quimiótipos (considerando os compostos majoritários acima de 10%). São eles: limoneno-

citral, mirceno-citral, mirceno-neral, citral e linalol (JANNUZZI, 2006). YAMAMOTO et al. 

(2008) relataram o desempenho de 4 quimiótipos de 10 acessos de L. alba, linalol, 
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mirceno/canfora, limoneno/carvona e citral. A estrutura química dos principais compostos é 

mostrada na figura 3. 

 

 

 

Figura 2 – Via metabólica do ácido mevalônico 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 química dos principais compostos encontrados nos óleos essenciais de L. 

alba. 

 

 

Os fatores que influenciam o rendimento de óleo essencial e a sua composição química 

foram relatados por diversos autores. JANNUZZI et al. (2010) avaliaram e identificaram 16 

acessos de L. alba e mencionaram que os acessos com maiores áreas foliares e maiores 

comprimentos de hastes foram os que tiveram maiores teores de óleo e maiores concentrações 

de linalol, sendo a concentração de óleo inversamente proporcional à produção de massa foliar 

seca. EHLERT et al. (2013) estudando diferentes horários de colheita para a espécie observaram 

que, não houve diferença significativa para produção de massa foliar, teor de óleos essenciais 

e produtividade de óleo em massa fresca e seca; contudo, observaram que a melhor 

produtividade do composto carvona foi obtida às 10:00h em massa fresca e seca, e para o 

composto limoneno às 16:00h. A substância linalol teve maior porcentagem relativa no óleo 

essencial às 12:00h. 

 

 

2.2 Germoplasma 
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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 representação física da biodiversidade é denominada de recursos genéticos. Uma 

forma de conservar e manejar os recursos genéticos é denominada germoplasma, onde germ 

significa “do qual algo nasce” e plasma significa “material que dele se forma”, e pode estar 

disponível para pesquisas em melhoramento genético e em biotecnologia (GOEDERT, 2007). 

Os bancos de germoplasmas utilizados neste trabalho são advindos do IAC (Instituto 

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

 

 

2.3 Marcadores Moleculares 

 

 

Marcador molecular é o fenótipo molecular proveniente de um gene expresso, ou de um 

segmento específico de DNA, correspondendo a regiões expressas ou não (FERREIRA & 

GRATTAPAGLIA, 1998). No melhoramento de plantas, os marcadores moleculares permitem 

identificar e descriminar genótipos, quantificar a variabilidade genética existente em nível de 

sequência de DNA e correlacionar com a expressão fenotípica em procedimentos de 

mapeamento genético. 

Para caracterização de bancos de germoplasma, as aplicações dos marcadores 

moleculares têm como finalidade: a identidade genética dos acessos, riqueza alélica da coleção, 

representatividade da coleção, estrutura genética da coleção por meio da variação genética e 

também a similaridade ou distância genética entre acessos (SIGRIST, 2009). 

Há 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), o ISSR não requer 

conhecimento prévio da sequência de DNA. 

Marcadores microssatélites ou SSR são compostos por sequências de um a seis pares de 

base de comprimento repetidos em tandem, sendo encontrados em alta frequência e ampla 

distribuição nos genomas. São marcadores codominantes, os locos específicos são usados com 

frequência para o fingerprinting de DNA, teste de paternidade, para construção de mapas de 

ligação e os estudos genéticos da população (HAYDEN & SHARP, 2001). 
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Microssatélites têm um atributo importante, sofrem maiores taxas de mutação 

comparados ao resto do genoma (JARNE & LAGODA, 1996). Segundo OLIVEIRA et al. 

(2006) os microssatélites são classificados de acordo com as repetições das sequências: perfeito, 

imperfeito, interrompido e composto. Perfeito é quando a sequência não tem nenhuma base que 

não pertence ao motivo. Imperfeito é quando tem um par de bases que não pertencem ao motivo. 

Interrompido é quando há uma pequena sequência que não pertence ao motivo. Composto é 

quando tem duas sequências repetidas adjacentes. 

A característica principal dos microssatélites é a presença de alta diversidade de alelos, 

os quais são consequência de erros na replicação do DNA. Indivíduos da mesma espécie podem 

apresentar um variado número de repetições dentro de um mesmo loco microssatélite, 

constituindo-se em alelos diferentes (ALZATE-MARIN et al., 2005). Alguns modelos de 

mutação dos microssatélites são usados para calcular os parâmetros da genética de populações. 

Um dos modelos utilizados é de alelos infinitos, no qual cada mutação cria aleatoriamente um 

novo alelo (OLIVEIRA et al., 2006). Esse é o modelo de WRIGHT (1931) no qual se estimam 

as estatísticas Fs. Um outro modelo de mutação, criado por SLATKIN (1995), é o modelo de 

mutação aos passos SMM, o qual foi bem utilizado pelos geneticistas de populações como 

sendo o modelo que melhor se encaixa ao tipo de mutação dos locos microsatélites. 

A estrutura e a diversidade genética das populações ou de bancos de germoplasma estão 

relacionadas com a distribuição de alelos e genótipos no tempo e espaço (LOVELESS & 

HAMRICK 1984). 

 

 

2.4 Diversidade Genética 

 

 

A diversidade genética representa a soma da informação genética contida nos genes de 

indivíduos 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 

promoção do desenvolvimento sustentável da agricultura e na produção de alimentos 

(GOEDERT, 2007). 

Entre muitas formas de se conhecer a diversidade genética de populações, as medidas 

de similaridade e/ou dissimilaridade genética são muito utilizadas para caracterizar bancos de 

germoplasma. A existência de divergência na população de trabalho é o que vai garantir o 

sucesso de um programa de melhoramento, através do cruzamento entre acessos superiores e 

divergentes para a formação da população-base. Essa divergência pode ser avaliada a partir de 
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características agromorfológicas, moleculares, químicas e outras (CRUZ & CARNEIRO, 

2006). 

As distâncias Euclidiana e de Mahalanobis são as medidas de dissimilaridade mais 

utilizadas para verificar o grau de divergência entre acesssos de um banco de germoplasma. E 

a estimativa dessas medidas atendem os objetivos dos melhoristas, por quantificarem e 

informarem o grau de diferença ou semelhança 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 distâncias genéticas médias 

interespecíficas foram mais altas que as distâncias intraespecíficas. O dendrograma gerado com 

a análise dos dados moleculares mostrou uma divisão 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 análise dos dados 

moleculares, encontraram diversidade entre os acessos avaliados, porém não houve 

diferenciação entre quimiótipos. 

A citogenética também pode ser usada como ferramenta para caracterização e avaliação 

das diferenças genéticas entre indivíduos de populações e espécies diferentes. Vários autores 

estudaram o gênero Lippia e descreveram os números hapóides: 15, 16, 18 e 12 cromossomos 

(BOSE & CHOUDHURY (1960); COLEMAN (1982); FILIPPA (1984) e ANDRADA et al. 

(1998), respectivamente. BOSE & CHOUDHURY (1960), descreveram o número de 

cromossomos da Lippia alba como sendo 2n = 30. 

Estudos da caracterização citogenética de L. alba e da espécie Lantana camara Plum, 

ambas da família Verbenaceae, revelaram que o número de cromossomos de L. alba foi igual 

a 2n = 30 e está em acordo ao relatado por BOSE & CHOUDHURY (1960), constituindo 10 

pares metacêntricos e 5 submetacêntricos, enquanto em L. camara foi 2n = 44, cromossomos 

metacêntricos (BRANDÃO, 2007). 

Além do cariótipo estudado de L. alba, PIERRE (2004) caracterizou três quimiótipos 

de L. alba, citral (La1), carvona (La2), encontrando respectivamente número cromossômico 

diplóide igual a 30 e 60, e para o quimiótipo linalol (La3) encontrou de 12 a 60 cromossomos, 

classificando a espécie como um mixoplóide (variação numérica de cromossomos em um 

mesmo indivíduo). O mesmo autor também relatou que o quimiótipo carvona é um 

autopoliploide do citral devido ao cariótipo e a associações multivalentes na meiose, sendo o 



 
 

11 
 

linalol um hibrido entre carvona e citral devido à mixoploidia, irregularidade meiótica e 

esterilidade. 

Em contrapartida, resultados obtidos por SOUSA et al. (2009) que caracterizaram cinco 

acessos de Lippia alba com diferentes componentes majoritários dos óleos essenciais, 

mostraram que três acessos apresentaram geranial e neral como componentes majoritários e 

dois acessos apresentaram o linalol. Segundo esses autores, o número de cromossomos não 

variou entre os cinco acessos (2n=30). 

Outras espécies pertencentes à família Verbenaceae foram relatados na literatura. 

SOUSA et al. (2008) usaram meristema de raízes para obter células em metáfase e coloração 

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 

número diploide igual a 24 cromossomos (metacêntricos e submetacêntricos). 

Para alguns autores as espécies L. alba e L. geminata são sinonímias e para outros são 

espécies distintas (BRANDÃO, 2003). No entanto, KUMAR & DUTT (1989) citados por 

BRANDÃO (2003) avaliaram as bases citogenéticas de L. geminata e determinaram que 

apresenta 2n=32 cromossomos. 

Os estudos sobre a citogenética de L. alba ainda não esclarecem o número de 

cromossomos, a ploidia da espécie e, adicionalmente, se há relação entre a variação 

cariomorfológica e a variação dos compostos majoritários dos óleos essenciais. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Produção de Mudas e Implantação do Banco 

 

 

As mudas de L. alba foram produzidas através da técnica de estaquia. Doze estacas de 

cada acesso com aproximadamente 30 centímetros foram plantadas em sacos plásticos com 

substrato (todas as estacas de cada acesso com identificação) em agosto de 2011, e 

posteriormente colocadas em canteiros localizados no Departamento de Genética da 

ESALQ/USP, com irrigação em dias alternados. Em outubro de 2011 foram transplantadas para 

o campo para compor o banco de germoplasma (espaçamento de 1 metro por 1 metro). O BAG 

foi constituído de 90 acessos da espécie L. alba, dos quais 69 acessos foram oriundos de Sergipe 

(Universidade Federal de Sergipe) e 21 acessos do Instituto Agronômico de Campinas (IAC) 

(Tabela 1). Alguns detalhes dos processos de produção de mudas e transplante das mesmas são 

mostrados nas figuras 4A e 4B. 

 

 

Figuras 4A e 4B: Alguns detalhes dos processos de produção das mudas e transplante das 

mudas no campo (Piracicaba, 2011). 

 

 

Antes do plantio, a área foi sulcada e adubada com 150g da fórmula 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 repetição, 3 repetições dispostas em 3 blocos (totalizando 

12 estacas). Espaçamento de 1 metro entre sulcos, 1 metro entre plantas na linha de plantio e 1 

A B 
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metro entre blocos, com 15 acessos por linha, totalizando uma área útil de 270 m2. Foram 

realizados tratos culturais como adubação química e orgânica de cobertura (quantidade de 

adubo), controle químico de plantas daninhas de folha estreita e mecânico (capina) de plantas 

daninhas. 

 

 

Tabela 1 – Identificação, local de coleta e procedência dos 90 acessos de Lippia alba plantados 

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

 

N° Acesso Local   Procedência Químico Genético 

1 LA-01 ABC DF UnB X X 

2 LA-02 Araguaína TO UnB X X 

3 LA-03 Atibaia SP UnB X X 

4 LA-04 Botucatu SP UnB X X 

5 LA-05 Chácara das Corujas DF UnB X X 

6 LA-07 Chácara Chão do Cafuringa DF UnB X X 

7 LA-08 CEASA DF UnB X X 

8 LA-09 Bairro Cruzeiro DF UnB X X 

9 LA-10 Bairro Cruzeiro DF UnB X X 

10 LA-11 Bairro Cruzeiro DF UnB X X 

11 LA-13 Ceará CE UnB X X 

12 LA-14 Embrapa/ Cenargem DF UnB X X 

13 LA-15 Florianópolis 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 Goiânia GO UnB X X 

17 LA-19 IBAMA/Sede DF UnB X X 

18 LA-20 Ilhéus BA UnB X X 

19 LA-21 Brasília/ B. Lago Norte DF UnB X X 

20 LA-22 Lavras MG UnB X X 

21 LA-24 Luziânia 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 Goiás 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 Vitória BA UnB X X 
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31 LA-34 São Paulo/ CEASA SP UnB X X 

32 LA-35 São Paulo SP UnB X X 

33 LA-36 Brasília DF UnB X X 

34 LA-37 Bairro Sudoeste DF UnB X X 

35 LA-38 Uberlândia MG UnB X X 

36 LA-39 UNB/ EEB DF UnB X X 

37 LA-40 UNB/ FAL DF UnB X X 

38 LA-41 Curitiba PR UnB X X 

39 LA-42 Vargem Bonita DF UnB X X 

40 LA-43 Varjão DF UnB X X 

41 LA-44 Bairro Vicente Pires DF UnB X X 

42 LA-45 Viçosa MG UnB X X 

43 LA-47 Monte Alegre de Goiás GO UnB X X 

44 LA-49 Aracaju/ Parque da Sementeira SE UFS X X 

45 LA-50 Aracaju/ Aruana SE UFS X X 

46 LA-51 Rio Real/Povoado Loreto BA UFS X X 

47 LA-52 Rio Real/Rua Vila Rica (Vó de Ricardo) BA UFS X X 

48 LA-53 Telha SE UFS X X 

49 LA-54 Rio Real/Povoado Salgado BA UFS X X 

50 LA-55 Rio Real/Povoado Salgado BA UFS X X 

51 LA-56 Rio Real/3ª travessa da Creche Betel BA UFS X X 

52 LA-57 Rio Real/Rua joaquim Matos BA UFS X X 

53 LA-58 Rio Real/ Rua Joaquim Matos BA UFS X X 

54 LA-60 Rio Real/ Povoado Salgado BA UFS X X 

55 LA-61 Rio Real/ Rua Afonso Amorim BA UFS X X 

56 LA-62 Rio Real/ Rua Joaquim Matos(Sr. Raimundo) BA UFS X X 

57 LA-63 Santana do S. Francisco/ R:Do Campo,41 SE UFS X X 

58 LA-64 Santana do S. Francisco/ Assent. Samanbira SE UFS X X 

59 LA-65 Santana do S. Francisco/Assent. Samanbira SE UFS X X 

60 LA-66 Santana do S. Francisco/Assent. Samanbira SE UFS X X 

61 LA-67 Santana do S. Francisco/Assent. Samanbira SE UFS X X 

62 LA-68 Santana do S. Francisco/Pov. Saúde SE UFS X X 

63 LA-69 Gararu SE UFS X X 

64 LA-70 Cristinápolis SE UFS X X 

65 LA-71 Paripiranga BA UFS X X 

66 LA-72 Alagoas AL UFS X X 

67 LA-79 nd nd UFS X X 

68 LA-81 nd nd UFS X X 

69 LA-82 nd nd UFS  X 

70 IAC-13 UNESP/Botucatu  IAC X X 

71 IAC-15 UNESP/Botucatu  IAC X X 

72 IAC-7 UNESP/Botucatu  IAC  X 

73 IAC-18 UNESP/Botucatu  IAC X X 

74 IAC-17 UNESP/Botucatu  IAC X X 
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75 IAC-19 UNESP/Botucatu  IAC X X 

76 IAC-6 UNESP/Botucatu  IAC  X 

77 IAC-14 UNESP/Botucatu  IAC X X 

78 IAC-12 UNESP/Botucatu  IAC  X 

79 IAC-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 IAC-1 UNESP/Botucatu  IAC X X 

85 IAC-2 UNESP/Botucatu  IAC  X 

86 IAC-16 UNESP/Botucatu  IAC  X 

87 IAC-4 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 são oriundos do banco de germoplasma da Universidade Federal de Sergipe (UFS) 

(compostos por acessos do banco da UnB (Universidade Nacional de Brasília) e acessos do banco da UFS); 

Acessos com a sigla IAC são oriundos do banco de germoplasma do Instituto Agronômico; nd: dados não 

disponíveis. 

 

 

3.2 Desenvolvimento, Caracterização e Otimização de Marcadores Microssatélites 

 

 

3.2.1 Coleta de material vegetal e extração 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 nitrogênio líquido, sendo armazenadas posteriormente em freezer -80°C até o 

momento da liofilização. Após a liofilização, as folhas foram moídas em moinho e o pó 

resultante foi utilizado para extração do DNA genômico, utilizando o protocolo CTAB 

(DOYLE & DOYLE, 1990). Para avaliação da qualidade e quantidade do DNA extraído, foram 

realizadas eletroforeses em géis de agarose a 1% e corados com Sybr Green visualizadas em 

imagens captadas por fotodocumentador e comparadas com o DNA-padrão do fago λ (Figura 

5).  

O DNA extraído de cada indivíduo foi guardado em freezer -20°C como DNA estoque, 

e a partir deste foram retiradas as alíquotas para diluição e obtenção de concentração final a 10 

ng/µl, a fim depadronizaras reações de PCR. 
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Figura 5 - Imagem de gel de agarose a 1% corados com Sybr Green, mostrando a quantificação 

de 37 acessos do banco de germoplasma da ESALQ/USP. As primeiras canaletas à esquerda se 

referem ao DNA de fago λ, usados como padrão para quantificação (25, 50, 100, 150 e 200 

ng/µL) (Piracicaba, 2013). 

 

 

3.2.2 Construção da biblioteca genômica enriquecida com microssatélite 

 

 

Uma biblioteca genômica enriquecida com locos microssatélites foi construída para L. 

alba, empregando o método descrito por BILLOTTE et al. (1999) com modificações descritas 

abaixo: 

Aproximadamente 5,0 μg de DNA genômico foram utilizados para a etapa de digestão 

com 6,0 μL enzima AfaI (10 U/μL), sendo adicionado à reação 8,0 μL de tampão (50 mM Tris-

HCl, pH 7,8; 10 mM 𝑀𝑔𝐶𝑙2; 10 mM DTT; 25 μg/ml BSA) e água ultrapura autoclavada 

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

Na etapa de ligação 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 

digestão, compostos de fragmentos digeridos de extremidade abrupta, foram ligados aos 

adaptadores pela enzima T4 DNA ligase. Para esta reação foi utilizado 2 μL do adaptador Afa21 

(10 μM), 2 μL do adaptador Afa25 (10 μM), 1,0 μg do DNA genômico digerido, 10,0 μL do 

tampão 5X (50 mM Tris-HCL, pH7,8; 10 mM de 𝑀𝑔𝐶𝑙2; 10 mM DTT; 25 μg/ml BSA; 4,0 μL 

de T4 DNA ligase (1U/μL) e água ultrapura autoclavada para completar 50,0 μL. A reação foi 

mantida em banho-maria a 20°C por 2 horas. 
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Posteriormente à etapa de ligação, os fragmentos ligados aos adaptadores foram 

amplificados via PCR a fim de aumentá-los em quantidade. Utilizou-se nesta reação 6 μL do 

produto da etapa de ligação; 20 μM do iniciador Afa21 (10 μM), 5μL de tampão 10 X; 10mM 

de 𝑀𝑔𝐶𝑙2, 200mM de dNTP, 1 μL (5U) de Taq polimerase e água ultrapura autoclavada 

completando o volume para 50,0 μL. 

Os produtos da amplificação contendo sequências ricas em GA/CT, AT/TA e CA/GT 

foram selecionados por meio de hibridização com sondas biotiniladas, biotIII(CTT)10, 

biotIII(TA)10 e biotIII(GT)10, e foram recuperados com estreptavidina ligadas a “beads” 

magnéticas, utilizando-se o kit Streptavidine-Magnesphere da Promega. Subsequente à etapa 

de seleção dos fragmentos ricos em microssatélites, estes foram amplificados via PCR numa 

reação contendo 3 μL do produto da etapa de ligação; 20 μM do iniciador Afa21; 5μL de tampão 

10 X, 2,0 mM 𝑀𝑔𝐶𝑙2, 200mM de dNTP e 1 μL (5U) de Taq polimerase.  

Após a amplificação, os fragmentos foram ligados em vetor pGEM-T (Promega) para a 

transformação em células competentes de E. coli XL1-Blue SuperCompetent. As bactérias 

transformadas foram plaqueadas em meio LB contendo ampicilina e incubadas a 37ºC por 18 

horas para o crescimento das colônias. 

Foram selecionados os clones positivos (colônias 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 período, a placa foi mantida em freezer -20°C 

por 30 min, sendo retirada uma alíquota para a reação de PCR, a fim de verificar se os clones 

transformados continham insertos. Após a retirada da alíquota, a placa em fundo U foi mantida 

em freezer -80°C, e a PCR foi realizada em placas normais, de acordo com os seguintes 

reagentes: 3 μL do inóculo; 20 μM do iniciador Afa21; 5μL de tampão 10 X; 2,0mM MgCl2 

400mM de dNTP; 3U de Taq polimerase. 

Na etapa de extração do plasmídeo (extração do DNA plasmidial das colônias 

recombinantes) foi colocado 1 mL de meio Circle Grow contendo 100 ng/ml de ampicilina em 

cada poço da microplaca, inoculando-se colônias individuais. 

A placa foi selada e incubada a 37°C (shaker) a 300 rpm durante 22 horas. Após 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 poço, foi adicionado 240 µL de solução 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 vórtex por 2 minutos. Novamente a placa foi centrifugada por 6 minutos a 

4000 rpm e o sobrenadante descartado, adicionando-se a cada poço 80 µL de GTE.  A placa foi 

selada e agitada em vórtex por 5 minutos. Transferiu-se 60 μL de cada suspensão para placas 

com fundo em U contendo 5 µL de RNAse (10 mg/mL), adicionando-se a cada poço 60 nL de 

NaOH 0,2M – SDS 1% (p/v), sendo a placa selada com adesivo para a solução ser misturada 

10 vezes por inversão e incubada por 10 minutos à temperatura ambiente. Após esse período, a 

placa foi centrifugada brevemente, sendo adicionado a cada poço 60 μL de KOAc 3 M. A placa 

foi selada com adesivo, a solução foi misturada 10 vezes por inversão e a placa foi centrifugada 

brevemente. O adesivo foi removido e a placa foi incubada em estufa a 90ºC 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 centrifugação (4min/4000rpm/20ºC), todo o 

conteúdo passou para a placa em fundo U, sendo removida a placa filtro e adicionando-se ao 

filtrado 110 μL de isopropanol gelado (Merk). Novamente a placa foi selada com adesivo, a 

solução foi misturada 20 vezes por inversão e em seguida centrifugada (45 min /4000 rpm /20º 

C). O sobrenadante foi cuidadosamente descartado, adicionando-se 200 μL de etanol 70% (v/v) 

gelado. Procedendo-se a centrifugação da placa por 5 minutos a 4000 rpm a 20ºC, 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 à temperatura ambiente e foi ressuspendida em 60 μL 

de água ultrapura (overnight). 

Logo antes do sequenciamento as amostras foram desnaturadas a 90ºC por 3 minutos, e 

logo em seguida colocadas sobre gelo por 5 minutos. A reação de sequenciamento foi preparada 

em água ultrapura autoclavada com 4 μl de plasmídeo, 0,5 μM de primer SP6, 2 μl de Big Dye 

Terminator v3.1 (Applied Biosystems) e 2 μl de tampão Save Money (preparado com 10 % 

(v/v) de MgCl2 50 mM e 20 % (v/v) de Tris HCl pH 9,0 em água ultrapura autoclavada). 

A reação de sequenciamento foi feita sob as seguintes condições: um ciclo inicial de 

96ºC por 2 minutos, seguido por 25 ciclos de amplificação de 96ºC por 45 segundos, 50ºC por 

30 segundos e a extensão de 60ºC por 4 minutos. Após a reação, a placa foi mantida congelada 

a -20 ºC, até ser submetida ao sequenciamento. 
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O sequenciamento foi realizado em sequenciador 3730 DNA Analyzer (Applied 

Biosystems) e as sequências obtidas foram processadas pelo 3730/3730xl 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 sequências em formato ‘FASTA’. 

Posteriormente, as sequências foram submetidas à 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 identificação de microssatélites nas sequências foi executada pelo programa 

WEBSAT (http://wsmartins.net/websat/). Os parâmetros utilizados para a identificação de 

microssatélites foram: microssatélites compostos por motivos dinucleotídeos devem ter no 

mínimo sete repetições do motivo, microssatélites compostos por motivos trinucleotídeos 

devem ter no mínimo cinco repetições do motivo e microssatélites compostos por motivos 

tetranucleotídeos (ou mais) deveriam ter no mínimo três repetições do motivo. 

Após a identificação dos microssatélites, utilizou-se o programa PRIMER3 

(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) para o desenho dos iniciadores que flanqueiam os 

microssatélites. Os seguintes parâmetros foram configurados para obtenção de iniciadores: 

produto da amplificação com tamanho entre 150 a 250 pb (compatível 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 parâmetros acima citados e, principalmente, para acusar a formação de estruturas 

secundárias (hairpins, loops e dímeros), que são indesejáveis se ocorrerem em temperaturas 

próximas às temperaturas da reação de PCR. Desta maneira, foi possível avaliar a qualidade de 

cada par de iniciadores obtido, selecionando os mais adequados para as reações de PCR. 

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

regiões dos iniciadores e dos microssatélites. 

 

 

3.2.3 Otimização dos iniciadores 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/vecscreen/
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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 otimização dos primers, várias PCRs foram realizadas 

variando as temperaturas de reassociação e concentrações de MgCl2, com o objetivo de alcançar 

as melhores condições de amplificação desses locos. 

 

 

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

otimização. 

 

 

 

Os reagentes usados para reações de amplificação nesta etapa de otimização foram: 2 µl 

de DNA (10ng/ µL); 2  µL de tampão 10X (75 mM Tris-HCl; 20 mM (𝑁𝐻4)2𝑆𝑂4 pH 8,8; 

0,01% (v/v) Tween 20) (Fermentas)); 1,6 – 2,4 µL de MgCl2  25mM, (Fermentas); 0,5 

µL de BSA (2,5 mM); 1,6 µL de Taq DNA polimerase; 1 µL de dNTP (2,5 mM); 0,32 μL do 

iniciador Forward com a cauda M13 na extremidade 5’ (10 mM); 0,40 μL iniciador Reverse 

Locos Sequência Produto Motivo 

La01 F: CAGATTAGGGGGTGGACAAA 140-156 (CT)5 

 R: TGACTCTAGGGATGTCTGGAA   

La02 F: TGTTCGTGTGCTAGTGTGTGA 222-227 (TTAAT)2 

 R: CCAATTTACCCGATTTTTGG   

La03 F: GTCAGAACCTAGAGTCAGTGTG 154-175 (GT)7 

 R: AATCCCGGGTAAAAATCC   

La04 F:GCTTATGTTGCCAGTCATGG 200-224 (AC)6 

 R: TCGTGTGAGATCGCGTAGAT   

La05 F: ACACACTCACGCACACAACA 230-260 (AC)5 

 R: CTCAAAGCTGCAAACCCTTT   

La06 F: ACACAAAGGGTTTGCAGCTT 164-184 (TC)9 

 R: CCCTGCTTCTAGTTGTTGTGG   

La07 F: AGGCGCTCTCTCCCAAAT 128-150 (C)13TTT(TG)5 

 R: AAGAAAAGGCGTGGGTGT   

La08 F: TCCTGTTCATGGCTTTGATG 160-210 (TA)5C(GT)10 

 R: TGTGGGGCAAACTAACCTTC   

La09 F: GGGGCTACACAGACATGACA 243 (AC)5T(CA)5(CA)9 

 R: CTTGCTCTTGCTCCCTCTGT   

La10 CAGATAACACAGTCCAATCC 172 (CA)9 

 GCATTGGCTTAGATGAGTAG   

La11 F: GATTCTGGAAAATCTGGG 220 (TC)4(AC)6 

 R: CTAAGTAGGGCGTGGTAA   
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(10 mM); 0,2 μL de iniciador M13 (10 mM) marcado com fluoróforo IRDye 700 ou IRDye 800 

(LI-COR Biosciences) e água ultrapura autoclavada para completar 20 µL de reação. A 

programação utilizada foi touchdown, nestas condições: 1 ciclo inicial a 94ºC por 5 min; 

seguido de 10 ciclos touchdown a 94ºC por 40s para desnaturação, temperatura de reassociação 

de 50, 52 e 55ºC por 40s (-1ºC), 72ºC por 1 min para extensão dos fragmentos; mais 30 ciclos 

a 94ºC por 40s, 40ºC por 40s, 72ºC por 1min; e um ciclo de extensão final de 72ºC por 10 

min. 

Para a obtenção de bandas específicas na amplificação, foram testadas diferentes 

temperaturas de reassociação e concentrações de MgCl2. As temperaturas utilizadas foram as 

seguintes: 50°C, 52°C, 55°C e 56°C, e as concentrações de MgCl2 (em mM) foram de 1,6; 1,8; 

1,9; 2,0; 2,1; 2,2 e 2,4. Os produtos das amplificações foram separados por eletroforese em géis 

de poliacrilamida 6,5% em sequenciador automático (4300S DNA Analyser LI-COR 

Corporate) e visualizados em imagens geradas pelo sequenciador para posterior avaliação das 

bandas amplificadas. 

 

 

3.2.4 Caracterização e genotipagem dos locos microssatélites 

 

 

Os locos microssatélites polimórficos foram caracterizados para espécie estudada e 

posteriormente utilizados para genotipagem dos acessos do banco de germoplasma com o 

objetivo de estimar os parâmetros populacionais. Todos os iniciadores utilizados no estudo são 

repetições de dinucleotídeos. 

Os produtos da amplificação foram separados em sequenciador automático 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 fluorescência IRDye700 e o outro com 

IRDye800, na proporção 1:1. Foram adicionados também 5 µL de água e 3 µL 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 0,6µL de cada amostra 

foi aplicado em gel de poliacrilamida a 6,5% pré-aquecido por 30 min. Foi aplicado também 

0,25µL de marcador de peso molecular contendo fragmentos de 50 a 350 pb, marcados com as 

fluorescências IRDye700 e IRDye800 (LI-COR Biosciences). As imagens geradas pelo 

sequenciador automático foram carregadas pelo programa SAGA MX (LI- COR Biosciences), 

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

loco. 

 

 

3.3 Extração de Óleo Essencial e Análise Cromatográfica 

 

 

3.3.1 Coleta do material vegetal e extração de óleo essencial 

 

 

Dentre os 90 acessos do BAG foram coletadas folhas de 79 acessos porque os outros 11 

acessos não tinham sido incorporados no BAG, em fevereiro de 2010 (na fase de viveiro), e 

estas foram posteriormente levadas para o Laboratório de Produtos Naturais, do Centro de P&D 

de Recursos Genéticos Vegetais do Instituto Agronômico de Campinas-SP, onde foram 

conduzidas as etapas de secagem do material, extração dos óleos essenciais e análise da 

composição química dos óleos essenciais. 

 As folhas de cada acesso foram separadas dos caules e das inflorescências, 

acondicionadas em sacos de papel devidamente identificados e colocadas para secagem em 

estufa de circulação forçada de ar com temperatura controlada a 40°C, sendo realizadas 

pesagens diárias até obtenção de peso constante. Os materiais secos foram armazenados em 

sacos de papel até o momento da extração. 

A partir das folhas secas extraíram-se os óleos essenciais por hidrodestilação, em 

aparato Clevenger, por 2 horas (Figura 6), e posteriormente, armazenados em frascos de vidro 

devidamente identificados e mantidos à -20°C até a análise da composição química. 

Em seis amostras não foi possível separar a fase orgânica (óleo essencial) da aquosa, 

nestes casos o óleo essencial foi extraído com 200 mL de diclorometano (grau cromatográfico) 

e a solução armazenada em frascos de vidro, assim como efetuado com os óleos essenciais. 

Neste caso não foi possível calcular o teor de óleo essencial, somente foi efetuada a análise da 

composição química.  
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Figura 6: Parte do processo de extração dos óleos essenciais de L. alba (Campinas, 2010) 

 

 

3.3.2 Análise cromatográfica 

 

 

As substâncias presentes nos óleos essencias dos acessos foram analisadas por meio de 

cromatografia gasosa. As substâncias foram separadas e quantificadas em cromatógrafo gasoso 

com detector por ionização de chama (CG-DIC, Shimadzu, GC-2010). Coluna capilar: DB-5 

(J&W Scientific; 30,0m x 0,25mm x 0,25μm), utilizando o hélio como gás de arraste (1,0 mL 

min.-1), split: 1/30 e o seguinte programa de temperatura: 60 °C-240 °C, 3°C min.-1. 

A caracterização da composição química foi realizada em cromatógrafo gasoso 

acoplado a espectrômetro 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 0,25μm), utilizando o hélio como gás de arraste (1,0 mL min.-1), split: 1/30, nas mesmas 

condições do CG-DIC. 
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As substâncias foram identificadas por comparação de seus espectros de massas e 

índices de Retenção (IR) com dados da literatura (ADAMS, 2007). Para a obtenção dos índices 

de retenção de (IR) das substâncias foi empregada uma mistura de hidrocarbonetos (C9-C24), 

analisada nas mesmas condições operacionais das amostras, e aplicando-se a equação de VAN 

DEN DOOL & KRATZ (1963). 

 

 

3.4 Análise dos Dados 

 

 

3.4.1 Análise dos dados moleculares 

 

 

Utilizando como base as matrizes de dados obtidas na genotipagem dos locos 

microssatélites polimórficos, foram estimados vários parâmetros populacionais. Muitos índices 

são usuais na caracterização da diversidade genética de um loco específico, como por exemplo, 

heterozigosidade esperada, heterozigosidade observada, número de alelos por loco e conteúdo 

de informação polimórfica (PIC). Todos estes parâmetros 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 parâmetros propostos por NEI (1978): 

GST’ (coeficiente corrigido de diversidade relativa entre as populações ou grupos) e GIS (é um 

estimador do índice de fixação). 

GST’ = (HT’ - HS) / HT’ = DST’/ HT’ 

GIS = (HS -HO) / HS = 1- HO / HS 

Os parâmetros HT’, HS, DST’ e HO são, respectivamente, diversidade gênica total 

independentemente do número de amostras, diversidade gênica esperada (não viesada) dentro 

da amostra, diversidade entre as amostras independentemente do número de amostras e 

heterozigosidade observada. 

A matriz de distâncias genéticas de Rogers modificada por WRIGHT (1978) foi 

calculada com base nas frequências alélicas. O dendrograma foi construído utilizando a matriz 

de distância 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 permutações no porgrama NTSYS (ROHLF, 2000) para estimar 

quanto da matriz original foi explicada pelo dendrograma obtido. Foi feito também uma análise 

de coordenadas principais utilizando o programa DarWIN (PERRIER & JACQUEMOUD-

COLLET, 2006). 

 

 

3.4.2 Análise dos dados de composição química dos óleos essenciais 

 

 

As ferramentas da estatística multivariada foram utilizadas para a análise dos dados de 

composição química dos óleos essenciais. Através do programa estatístico R (R CORE TEAM, 

2013) foi realizada a análise de componentes principais (PCA), visando resumir o conjunto de 

dados total em um número menor de variáveis guardando maior variância possível e também 

para facilitar a visualização de formação de grupos através da análise gráfica. 

O cálculo da matriz de dissimilaridade empregando como medida a distância euclidiana 

também foi utilizado para a exploração dos dados, a fim de estimar a divergência entre os 

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

 

 

3.4.3 Correlação entre as matrizes de distância genética e a de distância euclidiana 

 

 

A correlação entre as matrizes de distância genética (79 indivíduos) e a matriz de 

distância euclidiana (calculada com base nos dados da composição química dos óleos essenciais 

de 79 indivíduos) foi realizada através do teste de Mantel (MANLY, 1997) com 1000 

permutações, utilizando-se o programa R (R CORE TEAM, 2013). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Resultados da Biblioteca Genômica Enriquecidas com Microssatélites 

 

As etapas que compõem o desenvolvimento das bibliotecas enriquecidas para locos 

microssatélites foram realizadas com sucesso, resultando em 96 clones obtidos e sequenciados. 

Em 70 destas sequências foram encontrados microssatélites, indicando um enriquecimento das 

colônias de 72,92%. Segundo dados relatados por SIGRIST (2009) e BAJAY (2009), o índice 

de enriquecimento foi de 84,1% e 92,86%, respectivamente.  

No total foram encontrados 144 motivos microssatélites, dos quais 37 eram 

dinucleotídeos (25,69%), 1 trinucleotídeo (0,69%), 4 tetranucleotídeos (2,78%), 82 

pentanucleotídeos (56,94%) e 20 hexanucleotídeos (13,9%) (Figura 7). 

 

 

 

 

Figura 7 – Porcentagens de cada motivo SSR encontrado na biblioteca genômica construída 

para Lippia alba. 

 

 

Esse grande número de motivos pentanucleotídeos e hexanucleotídeos foi observado 

por BAJAY (2009) e SIGRIST (2009), e isto é obtido devido aos parâmetros empregados de 

busca dos microssatélites pelo programa WEBSAT. Os resultados desta busca são repetições 
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com o mínimo de 10pb as quais foram consideradas microssatélites. No entanto, no caso de 

motivos pentanucleotídeos e hexanucleotídeos são encontrados com duas repetições e 

apresentam pouca probabilidade de polimorfismo, sendo assim descartados. 

As sequencias pré-selecionadas foram submetidas ao programa Primer3 com 

parâmetros pré-estabelecidos para desenho dos iniciadores. Nove iniciadores foram 

selecionados e enviados à síntese, apresentando porcentagem média de CG de 47,13%, tamanho 

médio de produto amplificado de 203,78 pb e temperatura média de reassociação de 60,89°C. 

Destes iniciadores, todos dinucleotídeos, cinco são classificados como perfeitos, três como 

compostos e um como interrompido (LAB05) (Tabela 3). 

 

 

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

biblioteca genômica enriquecida em L. alba. 

 

Locos Sequência 
T 

(°C) 
Motivo Produto %CG Classificação 

LAB05 F: TCCACCTCTTCTGCTTCACA 60 (AC)19 202 50,0 Interrompido 

 R: CAGTTCGTGGCATCTGTGTT      

LAD03 F: CGACCTAAGACACACCTAAGCA 63 (CT)7(AC)6 236 46,5 Composto 

 R: TGGAAATATGGGTTCACCTTG      

LAE03 F: GCAGCTCCAAATCCAACAG 58 (CA)9 244 48,8 Perfeito 

 R: GTTGATTGCCAAAGCGTCTA      

LAE09 F: GCATGAAATAATAAAATAAAAGACTCC 64 (AG)7(GA)5 187 38,0 Composto 

 R: CCCCTAAACCCCAAACTCAT      

LAF04 F: GGCCTTGTGGTAAGATCCTG 61 (TA)5(GT)10 150 52,5 Composto 

 R: ACCATGCTGGGTTTATGTCC      

LAG04 F: TGGAATTGGCTAGGCATGAT 59 (TG)8 187 44,0 Perfeito 

 R: GGGTTGACCAAAAAGTCACAA      

LAG05 F: CGATTCTGGAAAATCTGGGTA 62 (CA)6 242 38,1 Perfeito 

 R: TGTTCTTGATGTTCATAAACCCTA      

LAH06 F: TACACCACCACAGCAGCAC 60 (AG)8 154 54,0 Perfeito 

 R: ACAGGCTTTACGCACGAAGT      

LAH09 F: CGTGTCTCGGGATATACGTG 61 (GT)7 232 52,5 Perfeito 

  R: CCTCACAAGAAAGCATGTGG           

 

 

4.2 Resultados da Otimização 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) não 
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mostrou amplificação via PCR. Onze locos foram polimórficos [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. 

 

 

 

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 reassossiação e concentração de MgCl2  (Piracicaba, 2013).  

 

 

No trabalho realizado por SANTOS et al. (2012), dos 11 iniciadores otimizados oito 

foram polimórficos no grupo estudado pelos autores, sendo esta otimização dos marcadores em 

eletroforese 6% com coloração com nitrato de prata. Diferente deste estudo, em que foi utilizada 

a genotipagem automatizada em genotipador LI-COR, sendo necessária nova otimização dos 

iniciadores. O comportamento observado através de todos os géis dos locos microssatélites foi 

de plantas diploides, influenciando assim as análises dos dados (marcadores codominantes).  

 

4.3 Análise dos Dados Moleculares 

 

Dentre os onze marcadores polimórficos (Tabela 4) para os grupos estudados, somente 

um marcador amplificou com a temperatura de reassociação de 56° C sem gradiente de 

temperatura (touchdown). Cinco amplificam com temperatura de 55°C, dois amplificaram com 

A 

B 
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temperatura de 52°C e três com a temperatura de 50° C. Para as diferentes concentrações de 

MgCl2 , somente um loco amplificou com 1,8 µL (25mM), um com 2,2 µL, cinco com 

1,6 µL, dois locos com 2,1 µL e outros dois locos com 2,4 µL. O loco LAB05 teve 

o maior número de alelos (sete alelos), seguidos por La04, La11 e LAH09 contendo cinco 

alelos, e La01, La08, LAD03 e LAH06 contendo apenas dois alelos. O loco com maior 

amplitude alélica foi o La11 (5 alelos). A Figura 9 mostra um dos iniciadores utilizados para 

genotipagem dos 90 acessos de L. alba. 

 

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

temperatura de reassossiação de cada iniciador. 

 

 

 

 

Locos Sequência 
T 

°C 
Motivo 

N°  

Alelos 

Amplitude  

Alélica 

La01 F: CAGATTAGGGGGTGGACAAA 52 (CT)5 2 158-164 

 R: TGACTCTAGGGATGTCTGGAA     

La04 F:GCTTATGTTGCCAGTCATGG 50 (AC)6 5 208-230 

 R: TCGTGTGAGATCGCGTAGAT     

La08 F: TCCTGTTCATGGCTTTGATG 55 (TA)5C(GT)10 2 168-178 

 R: TGTGGGGCAAACTAACCTTC     

La09 F: GGGGCTACACAGACATGACA 50 (AC)5T(CA)5(CA)9  4 235-251 

 R: CTTGCTCTTGCTCCCTCTGT     

La11 F: GATTCTGGAAAATCTGGG 52 (TC)4(AC)6 5 113-137 

 R: CTAAGTAGGGCGTGGTAA     

LAB05 F: TCCACCTCTTCTGCTTCACA 50 (AC)19 7 123-141 

 R: CAGTTCGTGGCATCTGTGTT     

LAD03 F: CGACCTAAGACACACCTAAGCA 55 (CT)7(AC)6 2 252-268 

 R: TGGAAATATGGGTTCACCTTG     

LAE03 F: GCAGCTCCAAATCCAACAG 56 (CA)9 4 254-260 

 R: GTTGATTGCCAAAGCGTCTA     

LAF04 F: GGCCTTGTGGTAAGATCCTG 55 (TA)5(GT)10 3 165-177 

 R: ACCATGCTGGGTTTATGTCC     

LAH06 F: TACACCACCACAGCAGCAC 55 (AG)8 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 LAH06 amplificado em 90 acessos de L. alba (Piracicaba, 2013). 

 

 

Na Figura 10 é possível verificar as frequências alélicas dos 11 locos microssatélites 

amplificados para os dois grupos de acessos (69 acessos LAs da UFS e 21 acessos IACs do 

Instituto Agronômico). 
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Figura 10 – Gráfico de barras mostrando as estimativas das frequências alélicas dos 11 locos 

microssatélites para cada grupo (69 acessos LAs da UFS e 21 acessos IACs do Instituto 

Agronômico). O eixo Y indica o a frequência alélica e o eixo X indica o tamanho do alelo. 

 

 

Pela Figura 11, o número total de alelos acessados pelos 11 locos polimórficos foi de 41 

alelos considerando os dois grupos (acessos LAs oriundos da Universidade Federal de Sergipe 

– UFS, e acessos IACs oriundos do Instituto Agronômico). O número médio de alelos por loco 

é de 3,45 e 3,09 para o grupo LA e o IAC, respectivamente, e o número médio de alelos global 

de 3,73 (o número médio de alelos global é a divisão do número de alelos total pelo número de 

locos polimórficos). Em um estudo realizado com o cártamo, os autores obtiveram o número 

médio 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 número 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 

número médio de alelos de 5,5, valor um pouco maior ao encontrado no presente estudo. 

A frequência do alelo mais comum para cada loco variou de 25% (La09) a 100% 

(LAD03). A riqueza alélica, que é o número de alelos por grupo, tem o valor corrigido pelo 

tamanho amostral. O número de alelos foi maior para o grupo LA (38) em relação ao IAC (34). 

A riqueza alélica média de cada grupo foi de 3,099 (LAs) e 2,957 (IACs), indicando diferença 

não muito pronunciada entre os dois grupos. O número de alelos privados, ou seja, alelos que 

são observados em apenas um dos dois grupos estudados, foi igual a 10 no total. 

Observando a Figura 12, podemos visualizar o número máximo de 7 alelos por grupo 

(grupo LA), sendo o loco LAD03 polimórfico somente para a grupo LA. Os locos LAB05 e 

LAE03 apresentaram mais alelos no grupo LA do que no grupo IAC. 

No grupo dos acessos LAs, com a maior quantidade de genótipos avaliados (69 acessos), 

foi encontrado o maior número de alelos (38 alelos) e o maior número de alelos privados (7 

alelos), os quais são mostrados na Figura 13. Também foi verificada maior riqueza alélica 

(3,099), observada na tabela 5, mas a diversidade genética de 0,4333. Para o grupo dos acessos 

IACs, com 21 acessos, observaram-se número de alelos (34 alelos), menor número 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 – Número de alelos por grupo e número total. 

 

  

 

 

Figura 12 – Número de alelos por loco polimórfico 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 

La11 3,359 3,994 3,786 

LAB05 6,558 5,000 6,438 

LAD03 1,684 1,000 1,575 

LAE03 3,308 3,000 3,260 

LAF04 2,942 2,700 2,901 

LAH06 2,000 2,000 2,000 

LAH09 3,094 3,610 3,177 

    

Média 3,099 2,957 3,137 

 

 

 

 

Figura 13 – Número de alelos privados nos dois grupos. 

 

 

Analisando o conteúdo de informação polimórfica 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 são moderadamente informativos (0,25 < 
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PIC < 0,5). Valores médios 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 LAD03 apresentou o menor valor de PIC (0,034), à medida que os 

iniciadores LAB05, La09 e La11 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 não se encontram em Equilíbrio 

de Hardy-Weinberg, o que é esperado para espécies de reprodução vegetativa e banco de 

germoplasma. Verificou-se que há endogamia intragrupos estimada pelo parâmetro GIS (0,395), 

sendo este valor considerado baixo quando comparado com espécies de reprodução sexual 

mista, como a mamona (GIS = 0,845) (BAJAY, 2009) ou espécies de reprodução autógama 

como o arroz (Oriza sativa), com o valor de GIS = 0,946 (GAO et al., 2005). Segundo 

YAMAMOTO (2006,) L. alba é uma planta alógama, o que explica o menor valor de 

endogamia encontrado.  O grupo dos acessos LAs apresentou um menor FIS (0,352) em relação 

ao grupo dos acessos IACs (0,438). Os valores de GST’ (0,041) foram baixos, evidenciando 

baixa endogamia devido a subdivisão, e indicando baixa diferenciação entre os grupos (LAs e 

IACs). 

 

 

Tabela 6 – Parâmetros estimados por loco relacionados à diversidade genética de todos os 

acessos (90). PIC: conteúdo de informação polimórfica; HE: heterozigosidade esperada; HO: heterozigosidade 

observada; * está dentro do intervalo de confiança, significativo a 5% 

 

Locos PIC HE HO   GST'    GIS 

La01 0,069 0,072 0,075 -0,005 -0,028 

La04 0,328 0,355 0,406 0,008 -0,143 

La08 0,363 0,486 0,745 -0,004 -0,550 

La09 0,589 0,660 0,602 0,151 0,089 

La11 0,551 0,617 0,253 0,072 0,594 

LAB05 0,714 0,764 0,058 -0,022 0,926 

LAD03 0,034 0,035 0,036 0,021 -0,022 

LAE03 0,500 0,577 0,000 0,114 1,000 

LAF04 0,429 0,527 0,097 -0,023 0,818 



 
 

36 
 

LAH06 0,299 0,372 0,439 -0,004 -0,182 

LAH09 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 números de grupos variando de 1 a 8, representados pelos valores de K, sendo o 

valor de K mais provável indicado a partir dos valores de K (EVANNO et al., 2005). Na figura 

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

 

 

 

 

Figura 14 – Valores de K 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 à análise 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 Agronômico, 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 tendência da maioria dos acessos do grupo dos LAs serem alocados no grupo verde e uma 

tendência da maioria dos acessos do grupo dos IACs serem alocados no grupo vermelho.  

 

 

Figura 15 – Teste de atribuição para os acessos de L. alba (K=2). As barras verticais 

representam os acessos. Acessos com 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 indivíduo no grupo (Q). 

  

O dendrograma foi construído a partir dos dados moleculares para permitir a 

visualização da distância genética entre todos os acessos. A identificação 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 distância 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 análise de coordenadas principais foi calculada levando em consideração os dados 

moleculares (microssatélites) para facilitar a visualização 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 

distância de Rogers, quanto na analise de coordenadas principais, existe a formação de dois 

grupos distintos; É possível observar a mesma tendência visualizada na figura 15. 
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Figura 16 – Dendrograma baseado nos dados moleculares com todos os acessos (90), construído com as distâncias 

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

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

 

 

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

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

criério WARD. 

 

 

 

 

Factorial analysis: Axes 1 / 2

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12
13

14

15 1617

18

19

20

21

22

2324

25

26

27

28

29

30

31 32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51
52

5354 55

56 57

58
59

60
61

6263

64

65

66

67

68

69

70

7172

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82
83

84
85

86

87

88

89

90



 
 

40 
 

Figura 17 – Gráfico da análise de coordenadas principais. As cores são 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 Químicos 

 

Todos os acessos estavam situados no viveiro para padronizar as condições 

edafoclimáticas e, dessa forma, caracterizar apenas as variações nos teores dos óleos essenciais 

relacionados aos acessos. 

 

 

Tabela 7 – Teores de óleo essencial de 73 acessos de L. alba. 

 

Acessos Massa seca (g) Massa do óleo (g) Teor de óleo (%) 

LA-72 25,33 0,73 2,89 

LA-13 15,75 0,45 2,83 

LA-07 37,52 1,04 2,77 

LA-67 42,20 1,15 2,72 

LA-56 15,75 0,43 2,71 

LA-57 23,51 0,62 2,63 

LA-43 36,06 0,91 2,52 

LA-36 33,44 0,82 2,45 

LA-14 30,40 0,74 2,43 

LA-25 23,65 0,57 2,41 

LA-71 35,30 0,81 2,30 

LA-01 27,37 0,57 2,07 

IAC-8 5,92 0,12 2,05 

LA-39 28,07 0,56 2,00 

IAC-15 5,48 0,10 1,86 

LA-55 35,39 0,64 1,81 

LA-62 32,22 0,58 1,80 

LA-54 33,42 0,59 1,77 

IAC-14 7,55 0,13 1,70 

LA-30 22,50 0,37 1,66 

LA-03 32,22 0,53 1,65 

LA-52 32,51 0,53 1,63 

LA-22 6,57 0,10 1,58 

IAC-13 18,34 0,29 1,57 

LA-04 30,15 0,47 1,56 

LA-60 33,52 0,52 1,55 
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LA-79 7,95 0,12 1,45 

IAC-5 2,68 0,04 1,40 

LA-20 39,16 0,55 1,39 

LA-18 31,71 0,44 1,39 

LA-12 6,87 0,09 1,34 

LA-02 33,42 0,44 1,31 

IAC-11 4,62 0,06 1,27 

IAC-17 14,38 0,18 1,24 

LA-17 30,59 0,37 1,22 

LA-61 33,97 0,40 1,19 

LA-53 14,38 0,17 1,15 

LA-32 33,93 0,38 1,11 

LA-05 36,72 0,41 1,11 

LA-45 35,95 0,40 1,11 

LA-31 34,26 0,38 1,11 

LA-35 23,24 0,25 1,09 

LA-16 33,09 0,35 1,07 

LA-33 35,43 0,37 1,05 

LA-58 33,32 0,35 1,04 

LA-24 2,67 0,03 1,03 

LA-41 30,33 0,31 1,03 

IAC-4 1,91 0,02 1,03 

LA-38 38,00 0,38 1,01 

LA-50 29,10 0,29 1,01 

LA-69 32,67 0,33 1,00 

LA-34 32,78 0,32 0,98 

LA-37 33,57 0,33 0,98 

LA-15 35,05 0,34 0,96 

IAC-1 2,92 0,03 0,96 

LA-40 35,75 0,33 0,92 

LA-28 32,83 0,29 0,89 

LA-42 38,43 0,34 0,89 

LA-10 29,03 0,25 0,86 

LA-49 8,89 0,08 0,85 

LA-09 23,13 0,19 0,81 

IAC-19 2,46 0,02 0,80 

LA-65 7,63 0,06 0,78 

LA-21 31,88 0,24 0,76 

LA-29 32,91 0,24 0,72 

LA-70 3,53 0,02 0,69 

LA-44 33,57 0,23 0,68 

LA-64 2,83 0,02 0,60 

LA-81 8,76 0,05 0,57 

LA-19 17,23 0,09 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: não disponível devido à pouca quantidade de óleo. 

 

 

Observando a tabela 7, o acesso LA-72 possui a maior porcentagem de teor de óleo 

(2,89%), seguido pelos acessos LA-13, LA-07, LA-67, LA-56 e LA-57, com teores de óleo de 

2,83; 2,77; 2,72; 2,71 e 2,63% respectivamente. Em estudo realizado por CAMÊLO (2010), 

trabalhando com alguns dos mesmos acessos utilizados no presente estudo, os acessos que 

obtiveram as melhores médias de teores de óleo 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 o LA-

67 e o LA-57, que também tiveram no presente estudo um valor alto. O estudo de CAMÊLO 

(2010) também evidenciou que o acesso LA-60, com teor de óleo de 1,73%, mostrou maior 

rendimento de óleo, com 1,81 mL por planta. 

Através da análise por cromatografia gasosa dos óleos essenciais dos 79 acessos, vinte 

e quatro substâncias foram identificadas e quantificadas, sendo mostradas na tabela 8. 

Essa variação na proporção relativa das substâncias em cada óleo essencial entre os 

acessos já foi relatada por TAVARES et al. (2005), SANT’ANA (2009) e CÂMELO (2010), e 

pode estar relacionada com a origem dos acessos. Também como já relatado por PANDELÓ et 

al. (2012) onde foi evidenciada a expressão de três genes relacionados com a composição 

química do óleo essencial e em adição THOL (2006) relatou que há centenas de genes terpeno 

sintases na natureza que estão envolvidos com a produção dos terpenos, consequentemente 

influenciando na variação da composição dos óleos essenciais. 

 

  



 
 

43 
 

Tabela 8 – Composição química (%) dos óleos essenciais dos 79 acessos de Lippia alba. (Continua)  

Substâncias 
 Grupo Carvona Grupo Linalol   

IAC 15 LA 56 LA 57 LA 63 IAC 13 IAC 14 LA 25 LA 13 IAC 1 IAC 4 IAC 8 LA 22 LA 24 LA 12 IAC 11 IR* IR** 

tricicleno nc 0,18 nc nc nc nc 0,27 nc nc nc nc nc nc nc nc 924 926 

α-pineno nc nc nc nc 0,48 nc 0,31 0,37 nc nc nc 1,75 1,12 0,63 nc 931 939 

β -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 1,84 1,84 20,64 19,42 27,83 14,75 1,07 nc nc 3,97 2,90 0,50 0,79 1025 1029 

1,8 cineol nc nc nc nc 0,28 1,31 tr 0,77 1,72 1,12 nc 3,37 2,05 2,67 nc 1027 1031 

(E)-β-ocimeno nc nc nc nc 0,51 0,53 0,35 0,43 0,24 nc nc nc nc 0,57 nc 1043 1050 

γ-terpineno nc nc nc nc 0,37 0,66 nc 0,64 nc nc nc nc nc nc nc 1062 1059 

linalol 1,26 0,40 0,49 0,49 1,49 1,18 0,97 14,86 64,65 79,83 70,44 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 82,58 86,00 85,97 60,34 60,13 55,68 52,97 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 0,94 0,95 0,50 nc 5,73 0,43 nc nc nc nc nc nc nc 1249 1252 

geranial nc nc nc nc nc nc 2,42 tr tr 0,39 4,81 1,85 7,49 19,42 5,72 1266 1267 

β-elemeno nc nc 0,14 0,14 nc nc 0,16 nc 0,88 0,87 1,15 0,62 1,57 1,53 0,56 1390 1390 

trans-cariofileno nc 0,26 0,24 0,25 0,27 nc tr 0,58 2,32 2,46 2,46 1,96 3,21 2,35 5,95 1415 1419 

α -guaieno nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc 1435 1439 

α -humuleno nc nc nc nc nc nc nc nc 0,30 0,37 nc nc tr nc 0,53 1449 1454 

γ-muuroleno nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc 1477 1479 

germacreno D 4,04 3,78 2,85 2,84 3,33 3,64 3,15 3,61 4,22 2,73 3,38 2,88 7,75 2,86 4,47 1477 1485 

α-bulneseno 0,79 0,66 0,61 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 0,44 1,64 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 86,50 87,80 71,32 93,45 81,40     

IR* - Índice de Retenção; IR** - Índice de Retenção da Literatura; nc - ausência da substância; tr - traço da substância (% <= 0,02). 
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Tabela 8 – ......Continuação. 

 Grupo Mirceno Grupo Citral   

Substâncias  LA 35 LA 17 IAC 17 IAC 19 IAC 5 IAC 9 LA 02 LA 03 LA 04 LA 05 LA 07 LA 08 LA 10 LA 15  IR* IR** 

tricicleno 0,31 nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc 0,28 nc nc 924 926 

α-pineno 13,19 nc nc nc nc nc 1,95 nc 0,20 nc nc 1,55 nc nc 931 939 

β -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 0,44 9,16 0,90 0,89 0,16 tr 4,02 3,92 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 4,40 2,29 4,88 1,20 0,41 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)-β-ocimeno 1,60 nc nc nc 0,42 nc 1,03 nc 1,10 nc nc 0,65 0,82 nc 1043 1050 

γ-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 2,66 0,66 0,51 1,03 0,89 0,80 0,79 2,68 1095 1096 

neral Nc 34,47 31,92 27,76 34,14 32,46 29,56 33,08 31,71 34,40 34,51 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 0,98 0,81 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 49,44 50,03 48,63 49,22 47,01 1266 1267 

β-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 3,15 2,88 0,56 2,69 3,58 0,12 2,64 1,99 4,70 1415 1419 

α -guaieno 1,77 nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc 1435 1439 

α -humuleno 0,48 nc 0,28 nc 0,53 nc nc nc 0,29 nc nc 0,32 nc 0,23 1449 1454 

γ-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 4,82 0,74 1,36 1,73 nc 0,50 1,27 1477 1485 

α-bulneseno 1,21 nc nc 0,26 0,50 0,33 0,33 0,54 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 2,65 2,70 1,98 1577 1578 

Total identificado 87,10 95,02 94,97 96,87 95,69 97,00 100 94,68 97,30 95,55 92,16 96,93 97,76 95,50     

IR* - Índice de Retenção; IR** - Índice de Retenção da Literatura; nc - ausência da substância; tr - traço da substância (% <= 0,02). 
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Tabela 8 – ......Continuação.

 Grupo Citral   

Substâncias  LA 19 LA 21 LA 28 LA 29 LA 30 LA 32 LA 33 LA 34 LA 36 LA 37 LA 38 LA 39 LA 40 LA 41 LA 42 LA 43 IR* IR** 

tricicleno nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc 924 926 

α-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 

β -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 3,09 0,43 0,23 0,54 0,53 0,70 0,35 0,93 0,23 0,58 0,78 nc 3,62 0,31 0,87 0,14 988 990 

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 0,57 0,40 0,43 0,41 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)-β-ocimeno 0,56 nc nc nc nc nc 0,35 nc nc nc 0,20 nc 0,97 nc nc nc 1043 1050 

γ-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 1,28 1,95 2,29 0,89 0,39 1,99 2,83 0,91 0,62 0,75 0,46 1,33 0,57 1,44 0,77 1095 1096 

neral 33,13 34,19 33,80 32,56 34,50 29,83 34,20 34,09 35,29 35,44 33,70 32,95 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 0,67 2,55 0,79 1,06 0,89 4,59 1,50 0,72 0,57 0,57 2,00 1,61 0,96 2,05 1,67 1,00 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 48,45 48,91 49,53 51,74 51,67 52,77 42,95 52,03 47,14 51,11 1266 1267 

β-elemeno nc 0,18 tr 2,95 0,77 0,44 1,17 1,88 0,35 0,27 1,21 0,13 0,39 1,87 3,41 0,31 1390 1390 

trans-cariofileno 2,10 2,66 1,83 3,05 1,84 6,18 3,60 2,05 0,19 1,98 1,98 2,92 2,75 2,48 3,30 0,24 1415 1419 

α -guaieno nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc 1435 1439 

α -humuleno nc nc nc nc nc 0,58 0,18 nc nc 0,21 nc nc nc nc nc nc 1449 1454 

γ-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 3,92 0,37 nc 0,75 1,03 2,20 nc 0,70 1,00 2,91 1,26 3,14 2,65 1477 1485 

α-bulneseno nc nc nc nc nc nc nc nc 0,40 nc nc 0,49 nc nc nc nc 1501 1509 

espatulenol 3,00 2,57 4,02 1,49 3,01 3,78 1,55 2,29 nc 2,57 1,68 1,95 1,18 1,26 1,47 nc 1577 1578 

Total identificado 94,39 93,36 92,91 95,09 94,88 94,25 95,47 95,38 93,08 94,76 94,67 95,74 94,02 95,60 95,03 94,56     
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Tabela 8 - ......Continuação 

 Grupo Citral   

Substâncias  LA 44 LA 45 LA 47 LA 49  LA 50 LA 51 LA 52 LA 53 LA 54 LA 58 LA 60 LA 61 LA 62 LA 64 LA 65 LA 66 IR* IR** 

tricicleno nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc 924 926 

α-pineno 0,80 1,05 nc 0,16 nc nc nc 0,23 nc nc nc nc nc nc 0,16 nc 931 939 

β -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 0,51 8,94 nc nc nc 0,78 nc nc nc 0,99 1,52 0,69 0,26 nc nc 0,20 988 990 

orto-cimeno nc 1,13 nc nc nc nc nc nc 1,11 nc nc nc nc nc nc nc 1020 1026 

limoneno 1,18 0,49 1,01 0,74 0,61 nc 1,02 0,54 0,88 0,33 nc 0,36 0,39 0,30 0,53 0,42 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)- β-ocimeno nc 1,04 0,28 nc tr nc 0,29 nc 0,42 0,24 nc nc nc nc nc nc 1043 1050 

γ-terpineno nc 0,44 0,82 nc 0,56 nc 0,82 0,32 0,88 nc nc nc nc nc nc 0,58 1062 1059 

linalol 0,55 0,79 0,52 0,28 0,62 0,74 0,53 1,87 0,54 1,64 1,58 1,66 0,54 0,59 0,66 0,90 1095 1096 

neral 33,47 31,84 33,23 29,62 36,42 34,36 33,15 29,72 34,23 34,01 30,89 34,85 33,94 28,21 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 0,71 1,46 0,62 0,35 0,74 0,83 0,61 1,90 0,56 1,90 3,68 1,60 1,53 0,40 0,58 0,81 1250 1240 

piperitona nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc 1249 1252 

geranial 48,84 44,39 48,46 55,17 52,68 49,00 48,37 53,45 49,48 51,81 47,65 52,15 49,83 59,50 56,57 50,07 1266 1267 

β-elemeno nc 0,41 0,17 tr 0,48 0,80 0,19 0,38 nc 0,46 0,49 0,43 tr 0,58 0,24 nc 1390 1390 

trans-cariofileno 2,76 2,94 4,89 2,88 1,79 2,79 4,90 2,68 3,78 0,82 5,20 0,92 0,77 2,34 1,37 0,12 1415 1419 

α -guaieno nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc 1435 1439 

α -humuleno nc nc 0,67 nc nc nc 0,69 0,62 0,53 0,28 0,27 0,29 nc 0,69 1,83 nc 1449 1454 

γ-muuroleno nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc 1477 1479 

germacreno D nc 0,44 0,61 0,47 0,66 1,34 0,63 0,22 0,33 nc 0,85 nc 1,15 0,43 0,23 1,72 1477 1485 

α-bulneseno nc nc 0,56 nc nc nc 0,57 1,04 0,49 nc nc nc 0,56 1,52 1,15 0,36 1501 1509 

espatulenol 3,44 1,12 3,04 3,67 0,64 2,09 3,05 1,71 2,46 0,90 3,47 0,64 0,68 0,62 0,72 nc 1577 1578 

Total identificado 93,35 97,77 96,18 93,72 95,20 92,73 96,14 95,47 95,69 93,38 95,60 93,59 93,75 95,18 96,38 92,75     

IR* - Índice de Retenção; IR** - Índice de Retenção da Literatura; nc - ausência da substância; tr - traço da substância (% <= 0,02). 
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Tabela 8 – ......Continuação. 

 Grupo Citral   

Substâncias  LA 68  LA 69 LA 70 LA 71 LA 72  LA 79 LA 81 LA 18 LA 31 LA 01 LA 09 LA 14 LA 67 LA 55  IAC 3 IR* IR** 

tricicleno nc 0,19 nc nc nc nc nc nc nc 0,33 nc 0,23 nc 0,22 nc 924 926 

α-pineno nc 0,51 nc nc nc nc nc 0,17 nc 0,64 1,79 0,28 0,33 0,57 nc 931 939 

β -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 0,81 0,60 0,58 nc 980 985 

mirceno 0,36 1,13 1,72 nc nc 0,46 0,31 1,50 0,58 3,15 6,64 0,63 0,31 0,84 0,72 988 990 

orto-cimeno nc 4,28 nc nc nc nc nc nc nc 2,00 nc 1,83 1,66 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)-β-ocimeno 0,35 1,81 nc 0,24 nc nc nc 0,19 nc 0,96 1,18 0,39 0,47 1,29 nc 1043 1050 

γ-terpineno 0,56 3,23 nc 0,61 0,35 nc nc nc nc 1,86 nc 2,81 2,97 3,68 0,33 1062 1059 

linalol 2,00 1,04 0,46 0,51 0,88 1,13 0,99 12,74 6,92 6,20 4,90 0,76 0,71 0,49 0,45 1095 1096 

neral 34,24 30,81 31,93 34,20 34,90 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 4,39 0,66 nc nc 1240 1243 

geraniol 1,50 0,56 1,10 0,73 1,39 0,44 2,34 0,94 0,59 tr 2,23 0,43 1,29 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 42,97 50,92 50,77 51,66 59,38 49,69 42,44 45,38 38,56 41,94 41,80 44,14 40,69 46,21 1266 1267 

β-elemeno 1,15 0,40 1,03 0,14 0,26 0,80 1,90 0,58 1,15 nc 1,78 nc nc nc 0,55 1390 1390 

trans-cariofileno 3,59 1,78 3,43 4,05 0,26 1,22 2,58 3,27 4,83 1,75 3,16 tr 0,99 3,12 6,05 1415 1419 

α -guaieno nc 2,02 nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc 1435 1439 

α -humuleno 0,18 0,49 0,29 0,56 nc 0,41 nc nc nc nc nc nc nc 0,39 0,38 1449 1454 

γ-muuroleno nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc 2,10 nc nc nc nc 1477 1479 

germacreno D 0,74 0,25 1,24 0,65 1,26 0,33 0,45 1,03 1,94 2,44 2,82 1,27 1,56 nc nc 1477 1485 

α-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 2,48 2,35 nc 0,46 3,37 1,87 3,38 0,48 0,93 nc nc 1,43 3,75 1577 1578 

Total identificado 95,50 96,54 94,93 96,71 93,61 95,09 91,83 95,30 95,19 99,46 99,42 95,91 94,96 96,18 92,93     

IR* - Índice de Retenção; IR** - Índice de Retenção da Literatura; nc - ausência da substância; tr - traço da substância (% <= 0,02). 
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Tabela 8 – ......Continuação. 

 Grupo Citral   

Substâncias  IAC 18 LA 20 LA 16 IR* IR** 

tricicleno nc nc nc 924 926 

α-pineno 1,15 tr 1,30 931 939 

β –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)-β-ocimeno 0,21 1,49 0,77 1043 1050 

γ-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 

β-elemeno 0,19 0,55 nc 1390 1390 

trans-cariofileno 1,97 1,00 3,62 1415 1419 

α –guaieno nc nc nc 1435 1439 

α –humuleno nc nc nc 1449 1454 

γ-muuroleno nc nc nc 1477 1479 

germacreno D nc 1,40 0,39 1477 1485 

α-bulneseno nc nc nc 1501 1509 

espatulenol 3,19 nc 2,58 1577 1578 

Total identificado 97,87 96,68 96,91     

IR* - Índice de Retenção; IR** - Índice de Retenção da Literatura; nc - ausência da substância; tr - traço da substância (% <= 0,02). 
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Com base nas proporções relativas das substâncias, nos óleos essenciais, foi calculada 

uma matriz de distâncias euclidianas e, posteriormente pelo método de agrupamento de WARD, 

foi obtido o dendrograma (Figura 18). 

Pela visualização do dendrograma, foram definidos 4 grupos que corresponderam aos 

compostos majoritários dos óleos essenciais. O grupo 1 foi definido pelos indivíduos com as 

substâncias majoritárias, neral e geranial (citral). O grupo 2 foi definido pelos indivíduos com 

a substância majoritária carvona. O grupo 3 foi definido pelo indivíduo:  LA-35, com o mirceno 

como substância majoritária. O grupo 4 foi definido pelos indivíduos contendo a substância 

linalol como a mais abundante nos óleos essenciais. A identificação dos indivíduos recebeu as 

mesmas cores obtidas no programa STRUCTURE na etapa das análises com dados dos 

marcadores moleculares. 

As Figuras 19, 20, 21 e 22 mostram a proporção relativa média das substâncias, nos 

óleos essenciais por grupo químico (Grupo 1, 2, 3 e 4 visualizados no dendrograma). 
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Figura 18 -   Dendrograma obtido a partir dos dados de composição química dos óleos essenciais de 79 acessos. A identificação dos acessos foi 

definida com a cor dos grupos formados pela análise bayesiana implementada pelo software STRUCTURE - dados genéticos).
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Figura 19 – Proporção relativa média das substâncias presentes nos óleos essenciais de L. alba do Grupo 1 (quimiótipo: citral). 
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Figura 20 – Proporção relativa média das substâncias presentes nos óleos essenciais de L. alba do Grupo 2 (quimiótipo: carvona). 
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Figura 21 – Proporção relativa das substâncias presentes no óleo essencial de L. alba (acesso LA-35) do Grupo 3 (quimiótipo: mirceno). 
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Figura 22 – Proporção relativa média das substâncias presentes nos óleos essenciais de L. alba do Grupo 4 (quimiótipo: linalol). 
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Segundo BLANK et al. (2011) a caracterização química dos acessos de plantas 

produtoras de óleos essenciais e a manutenção em banco de germoplasma é importante 

para identificar genótipos de alta qualidade e melhores adaptados a região de cultivo. 

Foram realizadas as análises de componentes principais (ACP) com o objetivo de 

reduzir a dimensionalidade dos dados, identificar as substâncias mais importantes para a 

caracterização química dos acessos e agrupar os indivíduos de acordo com a composição 

química de seus óleos essenciais. A análise de componentes principais foi realizada 

considerando os acessos como observações e os dados de proporção relativa das 

substâncias dos óleos essenciais de cada acesso como variáveis, as quais somam ao todo 

24. A tabela de variância e variância acumulada (autovalores) mostra que é possível 

resumir o conjunto de 24 variáveis em apenas 7 componentes principais guardando 79,3% 

da variância total (Tabela 9). A representação gráfica das duas primeiras componentes 

principais, com as maiores variâncias mostradas na Figura 23, permitiu definir os grupos 

de acordo com as substâncias em maior proporção relativa. 

 

 

Tabela 9 – Tabela de variância e variância acumulada (%) (autovalores). 

 

Componentes Variância Variância Acumulada (%) 

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 – Gráfico das variâncias das 24 componentes principais. 

 

 

A figura 24 mostra o circulo de correlações entre as variáveis (substâncias dos 

óleos essenciais). Com base nela, pode-se verificar a qualidade de representação das 

variáveis ao se estudar a proximidade destas com a circunferência de raio 1. No plano 

considerado observou-se que a maioria das variáveis estão bem representadas, no entanto, 

nada se pode afirmar a respeito das correlações que envolvem variáveis como α – 

humoleno, γ – muuroleno e β – elemeno que por não estarem próximas a circunferência 

de raio unitário não estão bem representadas. 

Além disso podemos observar na figura 24 que as substâncias neral e geranial 

estão fortemente e positivamente correlacionadas entre si e as mesmas duas substâncias 

estão fortemente e negativamente correlacionadas às substâncias carvona e germacreno – 

D. Também notamos que mirceno e α – guaieno estão fortemente e positivamente 

correlacionados. Segundo AZEVEDO et al. (2002) em estudo dos quimiótipos de Hyptis 

suaveolens (L.), baseando-se na mesma análise do círculo de correlações observaram uma 

forte e negativa correlação entre monoterpenos e sesquiterpenos oxigenados. 
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Figura 24 – Círculo de correlações entre as variáveis para as duas primeiras componentes 

principais. 

 

 

O gráfico de dispersão dos acessos (Figura 25) foi construído com base nas duas 

primeiras variáveis, a primeira componente principal (CP1) reteve 24,3% e a segunda 

componente principal reteve 18,3% da variância total.  Após serem plotadas no gráfico 

pode-se observar uma separação clara dos quimiótipos, consistente com os componentes 

majoritários. VIEIRA et al. (2001), em estudo com Ocimum gratissimum L., utilizou-se 

da análise de componentes principais para caracterizar quimicamente o óleo essencial, a 

qual foi eficiente em separar os acessos em 6 grupos, sendo eles grupo 1 – timol (α –

copaeno); grupo 2 – eugenol (spatulenol); grupo 3 – timol (p-cimeno); grupo 4 – eugenol 

(γ-muuroleno); grupo 5 – eugenol (spatulenol) e grupo 6 - geraniol. 
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Figura 25 – Gráfico de dispersão dos 79 acessos para as duas primeiras componentes principais. As cores representam os diferentes quimiótipos, 

vermelho (citral), azul (linalol), verde (carvona) e preto (mirceno). 
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No primeiro componente principal, as variáveis 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)-β-ocimeno (-0.232), α-guaieno 

(-0.234), α-pineno (-0.250), tricicleno (-0.253), limoneno (-0.256), β-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), α-guaieno (-0.249), 

geranial (-0.258), orto-cimeno (-0.260), γ-terpineno (-0.263), neral (-0.274), (E)-β-

ocimeno (-0.309). 

 

4.5 Correlações Dados Genéticos e Dados Químicos 

 

Importantes informações são obtidas comparando os dendrogramas construídos 

com os dados genéticos (Figura 16) e dados químicos (Figura 18) com os dados de 

localidades de coleta (amostras provenientes de diferentes estados do Brasil, conforme 

pode ser visto na Tabela 1), pois há uma relação entre grupos químicos, 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), Ceará (CE) e Amazonas (AM), respectivamente, são 

pertencentes ao Grupo 2 (quimiótipo: carvona). Podemos observar na Figura 18 que o 

grupo 2 pode ser dividido em dois subgrupos: num subgrupo estão alocados os acessos 

LA-56, LA-57 e LA-63 (Bahia e Sergipe) e no outro estão alocados os acessos LA-13 e 

LA-25 (Ceará e Amazonas). Na figura 16 podemos também observar que os acessos LA-

56 e LA-57 estão alocados no mesmo subgrupo e no mesmo grupo formado pelo 

STRUCTURE (verde), enquanto o acesso LA-63 está alocado em outro subgrupo e no 

mesmo grupo verde. Destaca-se também a separação entre o acesso LA-13 (CE) e o LA-

25 (AM), alocados no grupo vermelho e no grupo verde, respectivamente. 

No Grupo 4 (quimiótipo: linalol) (Figura 18) houve uma subdivisão separando os 

acessos LA-11 e LA-24 do acesso LA-22, coletados no Distrito Federal, Goiás e Minas 

Gerais, respectivamente. O grupo 3 (quimiótipo: mirceno) formado apenas pelo indivíduo 

LA-35 diferenciou, com uma grande distância genética (Figura 16), dos acessos do Grupo 

4 (quimiótipo: linalol). Pose-se observar também que o Grupo 4 foi todo alocado no grupo 

genético vermelho; A maioria dos acessos do Grupo 2 (quimiótipo: 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 (quimiótipo: citral) com 66,7% dos acessos 

alocados no grupo verde. 

Essa falta de relação já foi relatada por MANICA-CATTANI et al. (2009) 

trabalhando com marcadores ISSR e RAPD e óleo essencial de L. alba, mostraram que 

não houve uma forte relação da variabilidade genética global dos acessos com a 

composição dos óleos essenciais, mas algumas marcas foram capazes de separar os 

acessos de alguns quimiótipos. 

NAN et al. (2003), em contradição do que foi relatado por MANICA-CATTANI 

et al. (2009), relatou que houve uma forte correlação entre as distâncias genéticas e as 

distâncias químicas para Primula ovalifolia Franchet.  

O teste de Mantel, muito útil para comparar duas matrizes de distâncias, foi 

aplicado para comparar a matriz de distâncias genéticas baseada nos dados moleculares 

(Rogers modificada por Wright) com a matriz de distância química (euclidiana). 

Observou-se nesta análise a correlação significativa de 0,3585 (p = 0.000999), 

considerada baixa quando comparada ao valor de correlação encontrado por outros 

autores [r = 0,9455 e p < 0,030 para distâncias genéticas e químicas (NAN et al.; 2003)], 

mas não tão baixa comparado aos valores encontrados por SIGRIST (2009) de 0,525 (p 

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

 

 

5 CONCLUSÕES 

 
 

a) A biblioteca genômica enriquecida com microssatélites foi eficiente na obtenção 

de marcadores microssatélites para Lippia alba. 

b) Os iniciadores foram otimizados com sucesso e destes 11 foram polimórficos 

possibilitando realizar os estudos de genética populacional. 

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

grupos. 

d) Houve estruturação genética evidenciada pela análise molecular dos dados. 

e) Houve baixa diferenciação da diversidade genética entre os grupos da UFS e do 

IAC, portanto a maior diversidade genética está entre os acessos e não entre os 

bancos, sendo assim importante conservar os dois grupos. 

f) Os dados químicos foram eficientes em mostrar a divergência dos teores de óleo 

essencial entre os acessos. 
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g) Houve grande variação da composição química dos óleos essenciais entre os 

acessos e houve formação de quatro grupos químicos: citral, carvona, linalol e 

mirceno. 

h) As análises multivariadas corresponderam aos grupos químicos formados e 

resumiram eficientemente os dados químicos. 

i) Houve baixa correlação entre os dados químicos e moleculares. No entanto, o 

linalol foi agrupado apenas no grupo vermelho formado pela analise bayesiana. 

j) Houve pouca correlação entre os locais de coleta e os agrupamentos com base nos 

dados químicos e moleculares. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

62 
 

 

6 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 

 

 

ADAMS, R. P. Identification of Essential Oils by Gas Chromatography/Mass 

Spectrometry. Fourth ed. Illinois: Allured Publishing Corporation, 803p. 2007. 

 

ALZATE-MARIN, A.L.; CERVIGNI, G. D. L.; MOREIRA, M. A.; BARROS, E. G. 

Marker assisted selection in the development of disease resistant plants, with emphasis 

on common bean and soybean. Fitopatologia Brasileira, Brasília, v.30 n. 4, p. 333-342, 

2005. 

 

ANDRADA, A.B.; PASTORIZA, A.; MARTÍNEZ-PULIDO, L.V. Citogenética en tres 

espécies de Verbenaceas. Revista de la Facultad de Agronomía, v.15, p.312–318, 1998. 

 

AZEVEDO, N. R.; CAMPOS, I. F. P.; FERREIRA, H. D.; PORTES, T. A.; SERAPHIN, 

J. C.; REALINO DE PAULA, J.; SANTOS, S. C.; FERRI, P. H. Essential oil chemotypes 

in Hyptis suaveolens from Brazilian Cerrado. Biochemical Systematics and Ecology, v. 

30, p. 205-216, 2002. 

 

BAJAY, M. Desenvolvimento de marcadores microssatélites e caracterização do 

germoplasma de mamona (Ricinus communis L.). 2009. 91f. Dissertação (Mestrado em 

Agronomia) – ESALQ – Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade 

de São Paulo, Piracicaba.  

 

BILLOTTE N.; LAGODA, P. J. L.; RISTERUCCI, A. M.; BAURENS, F. C. (1999). 

Microsatellite-enriched libraries: applied methodology for the development of SSR 

markers in tropical crops. Fruits, v. 54, p. 277 - 288, 1999. 

 

BOSE, R. B.; CHOUDHURY, J. K. Cytological studies in Lippia alba (Mill) N. E. Br. 

Bulletin Botanical Society, Bengal, v. 14, n. 1/2, p. 71-72, 1960. 

 

BOTSTEIN, D.; WHITE, R.L.; SKOLNIEK, M.; DAVIS, R.V. Construction of a genetic 

linkage map in man using restriction fragment Iength polymorphisms. American 

Journal Human Genetic, Boston, n. 32, p. 314-331, 1980. 

 

BOTTIGNON, M. R. Estimativas de parâmetros genéticos em Lippia alba (Mill.) N. E. 

BR., quimiótipo linalol, em progênies clonais de meios irmãos. 2009. 67f. Dissertação 

(Mestrado em Genética, Melhoramento Vegetal e Biotecnologia) - Instituto Agronômico 

de Campinas – IAC, Campinas. 

 

BLANK, A F.; SANT’ANA, T. C. P.; SANTOS, P. S.; ARRIGONI-BLANK, M. F.; 

PRATA, A. P. N.; JESUS, H. C. R.; ALVES, P. B. Chemical characterization of the 

essential oil from patchouli accessions harvested over four seasons. Industrial Crops 

and Products, v. 34, p. 831– 837, 2011. 

 



 
 

63 
 

BRANDÃO, A. D. Citogenética comparativa dos gêneros Lippia, Lantana e Aloysia 

(Lamiales). 2003. 128f. Dissertação (Mestrado em Biologia Celular e Estrutural) - 

Universidade Estadual de Campinas, Campinas. 

 

BRANDÃO, A.D.; VICCINI, L.F.; SALIMENA, F.R.G.; VANZELA, A.L.L. e RECCO-

PIMENTEL, S.M. Cytogenetic characterization of Lippia alba and Lantana camara 

(Verbenaceae) from Brazil. Journal of Plant Research. v.120, p. 317–321, 2007. 

 

CÂMELO, L. C. A. Caracterização de germoplasma e sazonalidade em erva cidreira-

brasileira [Lippia alba (Mill.) N. E. Br.]. São Cristóvão: UFS, 2010. 80p. (Dissertação 

Mestrado), Universidade Federal de Sergipe, 2010. 

 

COELHO, A. S. G. BOOD: Avaliação de dendrogramas baseados em estimativas de 

distâncias/similaridades genéticas através do procedimento de bootstrap. Goiânia: UFG, 

2000. 

 

COLEMAN, J.R. Chromosome numbers of angiosperms collected in the state of São 

Paulo. Revista Brasileira de Genética, v.3, p.533–549, 1982. 

 

CRUZ, C.D; CARNEIRO, P. C. S. Modelos biométricos aplicados ao melhoramento 

genético. 2. ed. rev. Viçosa: Ed. UFV, 2006. 

 

DEWICK, P. M. Medicinal Natural Products: A Biosynthetic Approach. 3.ed. 

Nottingham: Wiley, 2009, 546p. 

 

DI STASI, L.C.; SANTOS, E.M.G.; SANTOS, C.M. dos; HIRUMA, C.A. Erva cidreira. 

In: Plantas Medicinais da Amazônia, UNESP (ed.), São Paulo p. 65-66, 1989. 

 

DO VALE, T.G.; FURTADO E.C.; SANTOS, J.G.; VIANA, G.S.B. Central effects of 

citral, myrcene and limonene, constituents of essential oil chemotypes from Lippia alba 

(Mill.) N.E. Brown. Phytomedicine, v. 8, p. 709-714, 2002. 

 

DOYLE, J. J.; DOYLE, J. L. Isolation of plant DNA fresh tissue. Focus, v.12, p.13-15, 

1990. 

 

EHLERT, P. A. D.; MING, L. C.; MARQUES, M. O. M.; FENANDES, D. M.; ROCHA, 

W. A.; LUZ, J. M. Q.; SILVA, R. F. Influência do horário de colheita sobre o rendimento 

e composição do óleo essencial de erva-cidreira brasileira [Lippia alba (Mill.) N. E. Br.]. 

Revista Brasileira de Plantas Medicinais, Botucatu, v.15, n.1, p.72-77, 2013. 

 

EVANNO, G.; REGNAUT, S.; GOUDET, J. Detecting the number of clusters of 

individuals using the software structure: a simulation study. Molecular Ecology, n. 14, 

p. 2611–2620, 2005. 

 

FAO. FAOSTAT: Detailed Trade Matrix, essential nes. 2010. Disponível em: 

<http://faostat.fao.org>. Acesso em: 11 dez. 2013. 

 



 
 

64 
 

FAO. FAOSTAT: Trade/Oil, essential nes. 2011. Disponível em: <http://faostat.fao.org>. 

Acesso em: 11 dez. 2013. 

 

FERREIRA, M.E.; GRATTAPAGLIA, D. Introdução ao uso de marcadores 

moleculares em análise genética. Brasília: EMBRAPA-CENARGEN, 220 p, 1998. 

 

FILIPPA, E.M. El numero cromossomico de L. turbinata (Verbenaceae). Kurtziana, 

v.17, p.169–170, 1984. 

 

FRANÇA, L.F. Uso de fluidos supercríticos no processamento de óleos essenciais. In: 

Simpósio Brasileiro de Óleos Essenciais, 3, 2005, Campinas. 

 

FRANCO, E.A.P.; BARROS, R.F.M. Uso e diversidade de plantas medicinais no 

Quilombo Olho D’água dos Pires, Esperantina Piauí. Revista Brasileira de Plantas 

Medicinais.  v.8, p.68–88, 2006. 

 

GAO, L. Z.; ZHANG, Z. H.; CHANG, L. P.; JIA, J. Z.; QIU, Z. E.; DONG, Y. S. 

Microsatellite diversity within Oryza sativa with emphasis on indica–japonica 

divergence. Genetics Research, Cambridge, n.85, p. 1-14, 2005. 

 

GOEDERT, C.O. Histórico e avanços em recursos genéticos no Brasil. In NASS, L.L. 

(Ed). Recursos genéticos vegetais. Brasília: EMBRAPA, 2007. chap. 1. p. 23-59. 

 

GOUDET, J. FSTAT version 1.2: a computer program to calculate F-statistics. Journal 

of Heredity, v. 86, p. 485–486, 1995. 

 

HAMDAN, Y.; GARCIA MORENO, M.; REDONDO NEVADO, J.; VELASCO, L.; 

PEREZ VICH, B. Development and characterization of genomic microsatellite markers 

in safflower (Carthamus tinctorius L.). Plant Breeding, v. 130, p. 237 - 241, 2011. 

 

HAYDEN, M.J.; SHARP, P.J. Targeted development of informative microsatellite (SSR) 

markers. Nucleic Acids Research, London, v. 29, n. 8, p. 1-6, 2001. 

 

HENNEBELLE, T.; SAHPAZ, S.; JOSEPH, H.; BAILLEUL, F.; Review 

Ethnopharmacology of Lippia alba. Journal of Ethnopharmacology, v.116, p. 211-222, 

2008. 

 

JANNUZZI, H. V. Caracterização de dezesseis acessos de Lippia alba (Mill) N. E. 

Brown, no Distrito Federal. 2006. 54f. Dissertação (Mestrado) - Universidade de Brasília, 

Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinária, Distrito Federal (DF). 

 

JANNUZZI, H.; MATTOS, J. K. A.; VIEIRA, R. F.; SILVA, D. B.; BIZZO, H. R.; 

GRACINDO, L. A. M. Avaliação agronômica e identificação de quimiótipos de erva 

cidreira no Distrito Federal. Horticultura Brasileira, v. 28, p. 412-417, 2010. 

 

JANNUZZI, H.; MATTOS, J. K. A.; SILVA, D. B.; GRACINDO, L. A. M.; VIEIRA, R. 

F. Avaliação agronômica e química de dezessete acessos de erva-cidreira [Lippia alba 

(Mill.) N.E.Brown] - quimiótipo citral, cultivados no Distrito Federal. Revista Brasileira 

Plantas Medicinais, Botucatu, v. 13, n. 3, p. 258-264, 2011. 

 



 
 

65 
 

JARNE, P. & LAGODA, P.J.L. Microsatellites, from molecules to populations and back. 

Trends in Ecology and Evolution, v.11, p.424-429, 1996. 

 

JULIÃO, L.S.; TAVARES, E.S.; LAGE, C.L.S.; LEITÃO, S.G. Cromatografia em 

camada fina de extratos de três quimiótipos de Lippia alba (Mill.) N. E. Br. (erva 

cidreira). Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 13, p. 36-38, 2001. 

 

LEWIS, P.; ZAYKIN, D. Genetics Date Analysis: computer program for the analysisof 

allelic date (software) 2000. Versão 1.0 (d12). http://alleyn. Eeb. Uconn. Edu/gda/ 

Acessado em: 20, setembro 2013. 

 

LOVELESS, M.D.; HAMRICK J.L. Ecological determinants of genetic structure in plant 

populations. Annual Reviews of Ecology and Systematics, 15: 65-95, 1984. 

 

KUMAR, P.; DUTT, B. Cytogenetic basis of breeding system in some verbenaceous 

species. Cytologia v. 54, p. 347-353, 1989. 

 

MANICA-CATTANI, M.F. ZACARIA, J.; PAULETTI, G.; ATTI-SERAFINI, L. e 

ECHEVERRIGARAY, S. Genetic variation among South Brazilian accessions of Lippia 

alba Mill. (Verbenaceae) detected by ISSR and RAPD markers. Brazilian Journal of 

Biology, v.69, n.2, 2009. 

 

MANLY, B.F.J. Randomization, bootstrap and Monte Carlo methods in Biology.  

Chapman & Hall, London. 1997. 

 

MATOS, F.J.A. As ervas cidreiras do Nordeste do Brasil – Estudo de três quimiótipos de 

Lippia alba (Mill.) N.E Brown (Verbenáceas). Parte I – Farmacognosia. Revista 

Brasileira de Farmácia, v.77, n.2 p. 65-67, 1996 a. 

 

MING, L.C. Influência de diferentes níveis de adubação orgânica na produção de 

biomassa e teor de óleos essenciais de Lippia alba (Mill.) N.E.Br. -Verbenaceae. 1992. 

206f. Dissertação (Mestrado) – Universidade Federal do Paraná. Curitiba. 

 

MING, L.C.; FERREIRA, M.I.; GONÇALVES, G.G. Pesquisas agronômicas das plantas 

medicinais da Mata Atlântica regulamentadas pela ANVISA. Revista Brasileira de 

Plantas Medicinais. Botucatu, v.14, p.131-137, 2012. 

 

NAN, P.; PENG, S.; SHI, S.; REN, H.; YANG, J.; ZHONG, Y. Interpopulation 

Congruence in Chinese Primula ovalifolia Revealed by Chemical and Molecular Markers 

Using Essential Oils and ISSRs. Zeitschrift fur Naturforschung. Journal of Biosciences, 

vol. 58, no. 1-2, p. 57-61, 2003. 

 

NEI, M. Estimation of average heterozigosity and genetic distance from a small number 

of individuals, Genetics, Pittsburgh, v. 89, n. 3, p. 583-590, 1978. 

 

OLIVEIRA, D.R.; LEITÃO, G.G.; SANTOS, S.S.; BIZZO, H.R.; LOPES, D.; 

ALVIANO, C.S., ALVIANO, D.S., LEITÃO, S.G. Ethnopharmacological study of two 

Lippia species from Oriximiná, Brazil. Journal of Ethnopharmacology, v.108, p.103–

108, 2006. 

 



 
 

66 
 

OLIVEIRA, E. J., PÁDUA, J. G., ZUCCHI, M. I., VENCOVSKY, R., & VIEIRA, M. C. 

Origin, evolution and genome distribution of microsatellites. Genetics and Molecular 

Biology. v.29, n.2, p.294-307, 2006. 

 

PANDELÓ, D.; MELO, T. D.; SINGULANI, J. L.; GUEDES, F. A. F.; MACAHDO, M. 

A.; COELHO, C. M.; VICCINI, L. F.; SANTOS, M. O. Oil production at different stages 

of leaf development in Lippia alba. Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 22, n. 3, 

p. 497-501, 2012. 

 

PARK, S. MStools V.3 (Excel Spreadsheet Toolkit for Data Conversion). Smurfit 

Institute of genetics Trinity College. Dublin 2 Ireland, 2001. 

 

PERRIER, X.; JACQUEMOUD-COLLET J. P. (2006). DARwin software 

http://darwin.cirad.fr/darwin. 

 

PIERRE, P.M.O.; Caracterização citogenéticas e molecular de três acessos de Lippia alba 

(Mill.) N.E.Br. (Verbenaceae) 2004, 80p. Dissertação (Mestrado) – Universidade Federal 

de Lavras (UFLA), Lavras. 

 

QUEIROZ, M.A.; LOPES, M.A. Importância dos recursos genéticos vegetais para o 

agronegócio In NASS, L.L. (Ed). Recursos genéticos vegetais. Brasília: EMBRAPA, 

2007. chap. 2. p. 61-108 

 

R CORE TEAM. R: A language and environment for statistical computing. R Foundation 

for Statistical Computing, Vienna, Austria. URL http://www.R-project.org/, 2013. 

 

ROHLF, F. J. Numerical taxonomy and multivariate analysis system. Version 2.1. New 

York: Exeter Software, 38 p., 2000. 

 

ROZEN, S.; SKALETSKY, H. Primer3 on the www for general users and for biologist 

programmers. In: KRAWETZ, S.; MISENER, S. (eds.) Bioinformatics Methods and 

Protocols: Methods in Molecular Biology. Humana Press, Totowa, NJ, p. 365-386, 

2000. 

 

SANTOS, F. R.; LIMA, P. F.; PRIOLI, R. H. G.; SIQUEIRA, W. J.; COLOMBO, C. A. 

Isolation and characteristics of eight novel polymorphic microsatellite loci in Lippia alba 

(Verbenaceae). American Journal of Botany, p. 301-303, 2012. 

 

SALIMENA, F.R.G. Revisão taxonômica de Lippia L., Sect. Rhodolippia SCHAUER 

(Verbenaceae). 2000. Tese (Doutorado) – Universidade de São Paulo, São Paulo. 

 

SALIMENA, F.R.G. Novos sinônimos e tipificações em Lippia Sect. Rhodolippia 

(Verbenaceae). Darwiniana. v.40 (1-4), p. 121 – 125, 2002. 

 

SANT’ANA, T. C. P. Caracterização de germoplasma e enraizamento de patchouli 

(Pogostemon sp.). São Cristóvão: UFS, 2009. 79 p. (Dissertação Mestrado), Universidade 

Federal de Sergipe, 2009. 

 

SCHOCKEN, N.R.L. Obtenção de quimiótipos híbridos de Lippia alba (Mill) N.E. 

Brown. 2007. 82f. Dissertação (Mestrado) - Instituto Agronômico - IAC, Campinas. 



 
 

67 
 

 

SLATKIN, M. A measure of population subdivision based on 

microsatellite allele frequencies. Genetics v.139, p.457-462, 1995. 

 

SIGRIST, M.S. Divergência genética em Curcuma longa L. utilizando marcadores 

microssatélites e agromorfológicos. 2009. 82f. Dissertação (Mestrado) - Instituto 

Agronômico (IAC), Campinas. 

 

SILVA, N.A.; OLIVEIRA, F.F.; COSTA, L. C. B.; BIZZO, H.R.; OLIVEIRA, R.A. 

Caracterização química do óleo essencial da erva cidreira (Lippia alba (Mill.) N. E. Br.) 

cultivada em Ilhéus na Bahia. Revista Brasileira de Plantas Medicinais, Botucatu, v.8, 

n.3, p.52-55, 2006. 

 

SILVA, T.R. dos S. & SALIMENA, F.R.G. Novas combinações e novos sinônimos em 

Lippia e Lantana (Verbenaceae). Darwiniana. v. 40 (1-4), p.57-59, 2002. 

 

SILVA JUNIOR, A.A. Plantas medicinais. Itajaí: EPAGRI, 1998. CD-Rom. 

 

SOARES, L.E. de; SILVA, K.M.B.; BARBOSA, Z.; ALBUQUERQUE, C.C. Número 

cromossômico de Lippia gracilis Schauer (verbenaceae) ocorrentes no estado do rio 

grande do norte, Brasil. Revista Caatinga, Mossoró, v.24, n.3, p.221-224, jul.-set., 2011. 

 

SOUSA, S.M.; SILVA, P. S.; TORRES, G. A.; VICCINI, L. F.  Chromosome banding 

and essential oils composition of Brazilian accessions of Lippia alba (Verbenaceae). 

Biologia, v.64, n.4, p.711-715, 2009. 

 

SOUSA, S.M.; SILVA, P. S.; CAMPOS, J. M. S.; VICCINI, L. F. Cytotoxic and 

genotoxic effects of two medicinal species of Verbenaceae. Caryologia, v.62, n.4, p.326-

333, 2009. 

 

SOUSA, S.M.; TORRES, G.A.; VICCINI, L.F. Cariomorfologia de oito espécies do 

gênero Lippia (Verbenaceae). In: Congresso Brasileiro de Genética, 54, 2008, Salvador. 

Disponível em: http://web2.sbg.org.br/congress/sbg2008/resumos_index.asp#. Acesso 

em: 30 maio 2012. 

 

STASHENKO, E.E.; JARAMILLO, B.E.; MARTÍNEZ, J.R. 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. 

Journal of Chromatography A, v.1025, p.93–103, 2004. 

 

STEFANINI, M.B.; RODRIGUES, S.D.; MING, L.C. Ação de fitoreguladores no 

crescimento da erva-cidreira-brasileira. Horticultura Brasileira, v. 20, p. 18-23, 2002. 

 

TAVARES, E. S.; JULIÃO, L. S.; LOPES, D.; BIZZO, H. R.; LAGE, C. L. S.; LEITÃO, 

S. G. Análise do óleo essencial de folhas de três quimiótipos de Lippia alba (Mill.) N. E. 



 
 

68 
 

Br. (Verbenaceae) cultivados em condições semelhantes. Revista Brasileira de 

Farmacognosia, v. 15, n.1, p. 1-5. 2005. 

 

TANG, S.; KNAPP, S. J. Microsatellites uncover extraordinary diversity in native 

American land races and wild populations of cultivated sunflower. Theoretical and 

Applied Genetics, v. 106, p. 990 - 1003, 2003. 

 

THOLL, D. Terpene synthases and the regulation, diversity and biological roles of 

terpene metabolism. Current Opinion in Plant Biology, v. 9, p. 297 – 304, 2006. 

 

UNCTAD / BIOTRADE FACILITATION PROGRAMME, Market Brief in the 

European Union for selected natural ingredients derived from native species, Disponível 

em: http://www.biotrade.org/ResourcesPublications/biotradebrief-lippiaalba.pdf, 2005. 

 

VAN DEN DOOL, H.; KRATZ, D. J. A generalization of the retention incex system 

including linear temperature programmed gas-liquid partition chromatograpy, Journal of 

Chromatography A, v. 11, p. 463-471, 1963. 

 

VICCINI, L. F.; COSTA, D. C. S.; MACHADO, M. A.; CAMPOS, A. L. Genetic 

diversity among nine species of Lippia (Verbenaceae) based on RAPD Markers. Plant 

Systematics and Evolution, v. 246, p. 1-8, 2004. 

 

VIEIRA, R. F.; GRAYER, R. J.; PATON, A.; SIMON, J. E. Genetic diversity of Ocimum 

gratissimum L. based on volatile oil constituents, avonoids and RAPD markers. 

Biochemical Systematics and Ecology, v. 29, p. 287-304, 2001. 

 

VIEIRA, R. F.; AGOSTINI-COSTA, T. S. Caracterização Química de Metabólitos 

Secundários em Germoplasma Vegetal. In NASS, L.L. (Ed). Recursos genéticos 

vegetais. Brasília: EMBRAPA, 2007. chap. 1. p. 343-376. 

 

WARD, J.H. Hierarchical grouping to optimize an objective function. Journal of the 

American Statistical Association. v. 58, p. 236-244, 1963. 

 

WRIGHT, S. Evolution in Mendelian populations. Genetics, v.16, p.97-159, 1931. 

 

WRIGHT, S. Evolution and the genetics of populations: variability within and 

among natural populations. Chicago: University of Chicago Press, p.573, 1978. 

 

YAMAMOTO, P.Y. Interação genótipo x ambiente na produção e composição de óleos 

essenciais de Lippia alba (Mill.) N. E.Br. 2006. 70f. Dissertação (Mestrado) - Instituto 

Agronômico (IAC), Campinas. 

 

YAMAMOTO, P.Y.; COLOMBO, C.A.; AZEVEDO FILHO, J.A.; LOURENÇÃO, 

A.L.; MARQUES, M.O.M.; MORAIS, G.D. da S.; CHIORATO, A.F., MARTINS, 

A.L.M.; SIQUEIRA, W.J. Performance of ginger grass (Lippia alba) for traits related to 

the production of essential oil, Scientia Agricola, Piracicaba, v. 65, n. 5; p.481-489, 2008. 

 

ZOGHBI, M.G.B.; ANDRADE, E.H.A.; SANTOS, A.S.; SILVA, M.H.L.; MAIA, J.G.S. 

Essential oil of Lippia alba (Mill.) N.E. Br. Grown wild in Brazilian Amazon. Flavour 

and Fragrance Journal, vol. 13, n. 1, p. 47-48, 1998. 



 
 

69 
 

 

 

 

ANEXO 

 

Development of a novel set of microsatellite markers for Lippia alba (Verbenaceae) 

D.S. Rocha1; C.P. Santos2; M.M. Bajay3; J.B. Campos1; A.F. Blank2; J.B. Pinheiro3; M.I 

Zucchi1 

1 Laboratório de Biologia Molecular,  

Agência Paulista de Tecnologia dos Agronegócios, Polo Centro Sul, Piracicaba, SP, Brasil 

2Laboratório de Cultura de Tecidos e Melhoramento Vegetal,  

Departamento de Engenharia Agronômica, Universidade Federal de Sergipe, São Cristóvão, SE, Brasil 

3Laboratório de Diversidade Genética e Melhoramento,  

Departamento de Genética, Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de São Paulo, 

Piracicaba, SP, Brasil 

 

Corresponding author: M I Zucchi 

E-mail: mizucchi@apta.sp.gov.br 

 

ABSTRACT. Microsatellite primers were developed and optimized for L. alba to 

characterize the L. alba germplasm bank of University of São 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 São 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 AfaI 

(Invitrogen), and enriched in microsatellite fragments using (CT)8 and (GT)8 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 β-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 20μL volume consisting of 2.0 μL 10 ng/μL DNA, 

2.0 μL 10X PCR buffer (50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl, pH 8.9), 1.0 μL 2.5 mM dNTPs, 

0.2μL 1 U Taq DNA polymerase (Invitrogen), 1.6 μL 25 mM MgCl2, 0.32 μL 10 μM 

forward primer synthesized with an M13 sequence on the 5'-end, 0.4 μL 10 μM reverse 

primer, 0.2 μL 10 μM IRDye-labeled M13 Primer is included in the PCR reaction (LI-

COR Biosciences) and 10.88 μL H2O. 

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 



 
 

71 
 

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 SagaMX (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) Size range (bp) NA Ho HE 

LAB05 KF611774 F: TCCACCTCTTCTGCTTCACA (AC)19 50 123-141 7 0.091 0.771 

  R: CAGTTCGTGGCATCTGTGTT       
LAD03 KF611775 F: CGACCTAAGACACACCTAAGCA (CT)7(AC)6 55 252-268 2 0.056 0.054 

  R: TGGAAATATGGGTTCACCTTG       

LAE03 KF611776 F: GCAGCTCCAAATCCAACAG (CA)9 56 254-260 4 0.000 0.583 
  R: GTTGATTGCCAAAGCGTCTA        

LAE09 KF611777 F: GCATGAAATAATAAAATAAAAGACTCC (AG)7(GA)5 55 204 1  0.000 0.000 
  R: CCCCTAAACCCCAAACTCAT       

LAF04 KF611778 F: GGCCTTGTGGTAAGATCCTG (TA)5(GT)10 55 165-177 3 0.124 0.542 

  R: ACCATGCTGGGTTTATGTCC       
LAG04 KF611779 F: TGGAATTGGCTAGGCATGAT (TG)8 55 206-216 2 0.000 0.000 

  R: GGGTTGACCAAAAAGTCACAA       

LAG05 KF611780 F: CGATTCTGGAAAATCTGGGTA (CA)6 55 255 1 0.000 0.000 
  R: TGTTCTTGATGTTCATAAACCCTA       

LAH06 KF611781 F: TACACCACCACAGCAGCAC (AG)8 55 174-180 2 0.494 0.385 

  R: ACAGGCTTTACGCACGAAGT       
LAH09 KF611782 F: CGTGTCTCGGGATATACGTG (GT)7 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 São Paulo (USP). 
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