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RESUMO

PIERRE, Patricia Maria Oliveira. Caracterizacio citogenética e molecular de
trés acessos de Lippia alba (Mill.) N.E. Br. (Verbenaceae). 2004. 80p.
Dissertacdo (Mestrado em Genética e Melhoramento de Plantas)- Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG.*

Em Lippa alba (Mill.) N.E.Br. (Verbenaceae), popularmente conhecida
como cidreira, sdo observados quimiotipos, denominados Lal- citral, La2-
carvona e La3- linalol que apresentam variagdes morfoldgicas e diferentes
atividades farmacolégicas. Estudos morfolégicos, anatomicos e fitoquimicos
desses quimiotipos t€ém demonstrado que, mesmo sob as mesmas condig¢des
ambientais essas diferencas sdo observadas. A espécie apresenta importancia
econdmica e medicinal e tais variagdes dificultam a correta identificacdo desses
materiais sendo necessdria a utilizacdo de técnicas que auxiliem na identificacdo
precisa dos mesmos. O presente estudo teve por objetivos verificar por meio da
citogenética e de marcadores RAPD se as variagdes observadas entre esses
quimiotipos ocorrem devido a diferencas genéticas entre eles e auxiliar na
correta identificacdo e classificacdo dos mesmos. Trés acessos correspondentes
aos quimiotipos Lal, La2 e La3 foram analisados. Para o estudo dos niicleos
interfasicos e do caridtipo, raizes foram pré-tratadas com antimitéticos e as
laminas, preparadas por meio da técnica de dissociagdo celular. Para a andlise
meidtica, botdes florais foram coletados, fixados e as laminas preparadas por
meio da técnica de secagem ao ar. A viabilidade dos grios de pélen foi avaliada
por meio da coloracdo de Alexander. Na andlise de RAPD, realizada segundo
Williams er al.(1990), testaram-se 47 primers. Foram calculados os coeficientes
de similaridade de Nei & Li (1979) para a constru¢do da matriz de distancias e
do dendrograma. Lal e La2 apresentaram nucleos interfdsicos arreticulados,
2n=30 (6M + 9SM) e 2n=60 (15M+ 14SM + 1AC) e um comprimento total do
genoma de 43um e 83,67um, respectivamente. La3- linalol apresentou-se
mixopléide com nimeros cromossdmicos variando de 2n=12 a 60 e um
cromossomo com caracteristicas de cromossomo B em algumas células. Seus
nicleos interfasicos sdo do tipo semi-reticulado. O percentual de anormalidades
meidticas foi de 16,49%; 91,9% e 83,6% e a viabilidade do grdo de pélen, de
82,35%, 52,51% e 34,75% para Lal, La2 e La3, respectivamente. Dos 47
primers testados, 70,2% foram selecionados. Foram amplificadas 208 bandas, 33

Comité de Orientagdo: Lisete Chamma Davide- UFLA (Orientadora); Lyderson Facio
Viccini (UFJF); Marco Antonio Machado- Embrapa Gado de Leite/ Juiz de Fora.



das quais foram monomorficas. Verificou-se que se formaram dois grupos
principais, correspondendo a Lal e La2, e que individuos La3 se agruparam com
os dois quimiotipos. La3 apresentou maior variagdo dentro (0,29) do que os
demais (0,02 e 0,03 para Lal e La2, respectivamente). As variacdes observadas
entre esses quimiotipos ocorrem devido a existéncia de diferencas genéticas
entre eles. Nossos resultados permitem sugerir que La2- carvona é um
autopolipldide de Lal- citral. La3- linalol é possivelmente um hibrido resultante
do cruzamento entre Lal e La2. E possivel que as mudancas pelas quais esses
quimiotipos estdo passando constituam mecanismos que podem levar a
especiagdo dos mesmos, sendo necessdrio reunir a esses resultados, dados
morfolégicos, bioquimicos e ecoldgicos para uma reformulacdo da categoria
taxondmica dos mesmos.
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ABSTRACT

PIERRE, Patricia Maria Oliveira. Cytogenetic and molecular characterization
of three acesses of Lippia alba (Mill.) N.E. Br. (Verbenaceae). 2004. 80p.
Dissertation- (Master’s degree in Genetics and Plant Breeding)- Federal
University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil. *

In Lippia alba (Mill.) NE Br. (Verbenaceae), commonly known as
cidreira, chemotypes are observed and designated as Lal-citral, La2-carvone and
La3-linalool. They present morphological variation and different
pharmacological activities. Morphologic, anatomical and phytochemical studies
on these chemotypes has shown that, even under identical environmental
conditions, those differences are noted. The species presents economical and
medicinal importance, but the correct identification of those materials turn to be
had because of such variations. Therefore it is necessary to adapt techniques that
allow discrimination among the material. The aims of the present study are to
verify, through cytogenetics and RAPD markers if the variations observed
among those chemotypes happen due to genetic differences and to assist their
correct identification and classification. Three accesses corresponding to the
chemotypes Lal, La2 and La3 were analyzed. For the study of the interphase
nucleus and karyotype analysis, roots were pretreated with antimitotic agents
and the slides were prepared by the cellular dissociation technique. For meiotic
analysis, floral buds were collected, fixed and the slides prepared by the air
drying technique. The pollen viability was evaluated by Alexander stain. In the
analysis of RAPD, accomplished according to Williams et al. (1990), 47 primers
were tested. The coefficients of similarity of Nei & Li (1979) were utilized for
the construction of the distance matrix and dendrogram. Lal and La2 presented
areticulate interphase nuclei, 2n=30 (6M + 9SM) and 2n=60 (15M+ 14SM +
1AC) and a total length of the genome of 43um and 83,67um, respectively. La3
was mixoploid with chromosome numbers varying between 2n=12 to 60 and one
chromosome with characteristics of B- chromosome in some cells. Their
interphase nucleus is a semi-reticulate type. The percentual of meiotic
abnormalities was of 16,49%, 91,9% and 83,6% and the pollen viability, was of
82,35%, 52,51% and 34,75% for Lal, La2 and La3, respectively. From the 47
tested primers, 70,2% were selected. 208 bands were amplified, 33 were
monomorphic.

Guidance Committee: Lisete Chamma Davide — UFLA (Advisor); Lyderson Facio
Viccini (UFJF); Marco Antonio Machado- Embrapa Gado de Leite/ Juiz de Fora.
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Two main groups were formed, one with Lal individuals and other with La2,
while La3 individuals were included in both groups. La3 presented larger
variation inside (0,29) than the others (0,02 and 0,03 for Lal and La2,
respectively). The variation observed among those chemotypes happen due to
the existence of genetic differences among them. Our results allowed that La2-
linalool is an autopolyploid of lal- citral. La3- carvone is possibly a hybrid
resulting from the crossing between Lal and La2. It is possible that the changes
observed constitute mechanisms that can lead to speciation of the chemotypes.
It’s necessary to gather those results, morphological, biochemical and ecological
datas to review their taxonomic category.

v



1 INTRODUCAO

As plantas apresentam grande plasticidade na produ¢do de compostos
quimicos gragas a variabilidade genética, fatores ecoldgicos e ambientais. Esses
produtos constituem fonte de principios ativos e podem ser destinados a
producio de medicamentos.

Dentre esses compostos, os O6leos essenciais destacam-se por
apresentarem-se como uma mistura complexa de vérios constituintes, podendo
chegar até 100 substancias diferentes. Porém, hd o predominio de algumas
dessas substancias as quais caracterizam o 6leo essencial.

Em algumas espécies vegetais ocorre uma variagdo pronunciada na
composicdo do 6leo essencial, de tal modo que essas podem ser classificadas em
diferentes quimiotipos ou variedades quimicas. Esses sdo definidos segundo o
seu componente majoritario.

Em Lippia alba (Verbenaceae), popularmente conhecida como cidreira
brasileira, sdo observados diferentes quimiotipos que foram arbitrariamente
classificados como quimiotipos Lal, La2 e La3. Seus compostos majoritarios
sdo: citral, carvona e linalol, respectivamente, os quais apresentam diferentes
atividades farmacolédgicas. Entre os trés quimiotipos, embora tenham sido

classificados como sendo da mesma espécie, pequenas variacdes morfoldgicas

podem ser percebidas em relacdo ao porte e a morfologia das folhas e flores,'ais -

diferencas t€m sido observadas em funcdo da origem geografica do material, o
que levou a hipdtese de que essas variagdes poderiam ser influenciadas pelo
ambiente ao qual a planta estd submetida.

Diversos autores tém relatado que essa espécie apresenta ampla
plasticidade fenotipica resultante de adaptacdes as condigdes ambientais

encontradas no local de procedéncia.

- [ Excluido: es




Entretanto, estudos morfolégicos, anatdmicos, fitoquimicos e de
micropropagacio desses quimiotipos foram realizados por Tavares (2003),
sendo possivel verificar que os mesmos mantiveram suas diferengas, mesmo
quando mantidos sob as mesmas condi¢cdes ambientais, sugerindo que essas sao
geneticamente controladas.

E importante ressaltar que essa espécie habita todas as regides do Brasil, é
muito conhecida pela populagdo e apresenta importancia econdmica e medicinal.

Como tais variagdes dificultam a correta identificagdo desses materiais, é
de grande importincia utilizar técnicas que auxiliem na identificacdo precisa
dessas fontes de principios ativos, subsidiando uma correta padronizagdo para a
sua utiliza¢do econdmica e na medicina popular.

Assim, este trabalho teve como objetivo verificar por meio de andlises
citogenética e molecular, se as variacdes observadas entre esses quimiotipos
ocorrem devido a diferencas genéticas entre eles, auxiliando, dessa forma, na

taxonomia dos mesmos.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia do estudo de plantas medicinais

O uso de plantas medicinais é mais antigo do que se imagina.
Provavelmente, a propriedade terapéutica das plantas ja era conhecida na pré-
histéria. O homem, ao observar o habito dos outros animais, aprendeu que
determinadas plantas apresentam principios capazes de curar, ou ajudar a curar
os nossos males. Assim, desde épocas remotas, a utilizacdo de plantas de
interesse medicinal exerce grande influéncia sobre o cotidiano do homem.

O estudo sobre plantas medicinais é bastante complexo e, por isso,
multidisciplinar, polarizando a atencdo de boténicos, bidlogos, bioquimicos,
farmacéuticos, médicos e agronomos (Pinto & Bertolucci, 2002).

O emprego terapéutico das plantas medicinais e a pesquisa de novas
drogas a partir de plantas vém ganhando importancia nos tltimos anos. Segundo
a Fundacdo Herbarium (2004), uma estimativa feita pela “PhytoPharm
Consulting”, em Berlim, revelou que até o ano 2007, a fitoterapia deve
movimentar cerca de US$47 bilhdes anualmente. Ainda de acordo com essa
estimativa, acredita-se que os EUA possam vir a se tornar o maior mercado de
medicamentos fitoterdpicos do mundo, responsdveis por uma participacdo de
US$20 bilhdes. Em segundo lugar, viria a Europa, com US$14 bilhdes e em
terceiro a Asia, com US$10 bilhdes. Os demais paises, incluindo o Brasil,
seriam responsdveis por um total de US$ 3 bilhdes anuais. No Brasil, em 2000,
foram negociados US$700 milhGes e a previsio é de US$1 bilhdo para os
préximos dez anos.

Estima-se que, desde a validacdo farmacoldgica da planta medicinal até
a produgdo do medicamento fitoterdpico, sejam gastos cerca de 0,15 a 7 milhdes
de ddlares, envolvendo um tempo total de 2 a 5 anos para a sua disponibilizagdo

ao mercado consumidor. Em contrapartida, para medicamentos sintéticos, sdo



gastos cerca de 231 a 500 milhdes de ddlares e um tempo de 10 a 15 anos (Pinto
& Bertolucci, 2002). Assim, a utiliza¢@o de plantas medicinais para a producdo
de medicamentos constitui uma forma economicamente vidvel, se comparada a

producio de medicamentos sintéticos.

2.2 Plantas medicinais e principios ativos

Planta medicinal refere-se a toda planta que apresenta efeito terapéutico,
tanto sob o conhecimento popular quanto pelo cientifico. O efeito terapéutico é
dado pelo seu principio ativo. Segundo Pinto & Bertolucci (2002), os principios
ativos das plantas medicinais sdo substincias que a planta sintetiza e armazena
durante o seu crescimento e sdo produtos do metabolismo secundario.
Metabdlitos secundarios, segundo Theis & Lerdau (2003), sd@o compostos
produzidos pelas plantas e que nio sdo essenciais ao metabolismo fotossintético
ou respiratério bdsico. Além disso, sdo compostos complexos, presentes em
baixas concentra¢des e, assim, exercem importantes funcdes bioldgicas que
garantem vantagens adaptativas, possibilitando a sobrevivéncia e a perpetuacio
da espécie em seu ecossistema. Theis & Lerdau (2003) enfatizam ainda que os
compostos secunddrios existentes nas plantas motivam ecdlogos, evolucionistas,
agronomos, entre outros, por dois motivos: hd uma diversidade muito grande de
compostos secunddrios, mesmo em plantas de taxa relacionados e, segundo,
esses compostos quimicos desempenham uma fung@o importante na modulacdo
de interagdes planta-patégeno, possibilitando sua aplicacio na agricultura.

Uma caracteristica interessante dos fitoterdpicos é que esses apresentam
amplo espectro de agdo (devido a diversidade de seus constituintes) e efeitos
colaterais mais brandos ou até mesmo inexistentes em relagdo aos medicamentos
sintéticos (Pinto & Bertolucci, 2002).

Quanto aos principais grupos de principios ativos naturais, esses podem

ser divididos em oito grupos: alcaléides, flavondides, glicosidios cardiotonicos,



glicosidios antraquindnicos, taninos, gomas e mucilagens e 6leos essenciais.
Esses grupos estdo distribuidos em todas as familias de plantas (Gotlieb &

Salatino, 1987).

2.2.1 Oleos essenciais

Segundo a definicdo de Gotlieb & Salatino (1987), 6leos essenciais sdo
produtos vegetais separdveis por arraste com vapor d’dgua e produzidos em
estruturas celulares e anatomicas bem definidas. Quimicamente, os componentes
dos 6leos volateis sdo fenilpropandides e terpendides. Do ponto de vista fisico,
os Oleos essenciais sdo liquidos voldteis de aparéncia oleosa a temperatura
ambiente, geralmente com aroma agraddvel e intenso, podendo ser incolores ou
ligeiramente amarelados.

Os 6leos essenciais ocorrem em todas as familias do reino vegetal e sdo
encontrados sob a forma de uma mistura complexa de muitos constituintes,
podendo chegar até 100 substancias diferentes. Porém, ha o predominio de
alguns compostos responsaveis pelas caracteristicas de cada um.

Para Gotlieb & Salatino (1987), 6leos essenciais podem desempenhar as
seguintes fungdes biologicas:

¢ interacio planta-planta - constituintes do dleo essencial podem
exercer um efeito alelopatico, fazendo com que, por exemplo, um determinado
constituinte iniba a germinacdo de sementes e o crescimento de plantulas de
varias espécies, exceto da planta que o produziu; podem, ainda, promover a
sinalizagdo quimica, pois tais substincias voldteis podem penetrar em outras
folhas via ceras cuticulares, induzindo a sintese de defensivos (fendis, taninos),
funcionando como um arsenal quimico e, conseqiientemente, diminuindo a
intensidade do ataque as folhas, tanto da planta que emitiu a mensagem quanto

as receptoras;



¢ interacdo planta-animal - constituintes do 6leo essencial podem
oferecer protecdo contra a herbivoria, inibindo a atividade bacteriana do rimen
do animal, resultando na redugdo do consumo alimentar e auxiliar na
polinizacdo. Tais substincias podem penetrar em insetos, alterando os seus
equilibrios hormonais, desencadeando um processo de defesa muito mais
sofisticado;

e interacio planta-microrganismos - protecdo contra fungos e
bactérias.

Além disso, podem exercer protecdo contra a evapotranspiracao.

Oleos essenciais funcionam, portanto, como armas de comunicagio
quimica entre plantas e defesa quimica dessas contra o reino animal. Desse
modo, podem ser utilizados na agricultura, como substitutos potenciais de
agrotdéxicos e na industria farmacéutica, na producio de farmacos.

Segundo Pinto & Bertolucci (2002), os dleos essenciais apresentam
atividade farmacolégica muito diversa e, muitas vezes, polivalente. Aos 6leos
essenciais podem ser atribuidas algumas ac¢des genéricas, como acdo digestiva,

carminativa, hiperemizante local, antisséptica e estimulante, entre outras.

2.2.1.1 Quimiotipos ou variedades quimicas

As plantas apresentam grande flexibilidade na produgdo de compostos
quimicos, gragas a variabilidade genética, fatores ecoldgicos e ambientais,
podendo aumentar a canalizacdo de energia obtida no metabolismo primario
(fotossintese) para o metabolismo secunddrio. Estudos dessa variagdo aliados a
selecdo, tanto de genes como de regimes ambientais 6timos podem, portanto, ser
utilizados para aumentar a produgcio de metabdlitos secunddrios para

incrementar a produtividade e pureza das substancias desejadas (Brown Junior,

1988 citado por Pinto e Bertolucci, 2002).



Em relacdo aos 6leos essenciais, algumas espécies de plantas exibem uma
variacdo pronunciada na composicdo quimica, podendo ser classificadas em
quimiotipos ou variedades quimicas. Os quimiotipos podem ser classificados
segundo seu componente quimico majoritario. Por exemplo, Vieira et al. (2001),
relatam a ocorréncia de variacdes quimicas em relacdo a constituintes do dleo
essencial de 12 acessos de Ocimum gratissimum L.

Diversos estudos relatam a ocorréncia de quimiotipos em vdrias espécies:
Lippia alba (Zoghbi et al., 1998 e Vale et al., 1999); Aloysia gratissima, A.
virgata, A. triphylla e A. polystachya (Ricciardi et al., 2000); Lippia junelliana
(Juliani-Jr et al., 2002); Lippia chevalieri e L.multiflora (Bassole et al., 2003) e
Thymus vulgaris e Mentha ( Theis & Lerdau, 2003).

Essas variagbes qualitativas se originam principalmente de uma variacdo
genética e/ou de possiveis influéncias ecoldgicas (D’ Andrea et al., 1995).

O nimero e o tipo de componentes quimicos, assim como suas propor¢oes
podem variar em uma mesma espécie botanica, por razdes ecoldgicas como:

e Luz- este é um fator que influencia na fotossintese, controlando o
desenvolvimento das plantas. Diversos estudos tém demonstrado que a
intensidade, duracdo e qualidade da luz exercem efeitos sobre a producgdo de
6leos essenciais: Li (1996) in Pinto & Bertolucci (2002) verificou que em sdlvia,
o teor de canfora (constituinte do éleo essencial) foi maior a 45% de irradiancia
do que a 100%; outros autores como Dudai et al. (1992) in Pinto & Bertolucci
(2002) verificaram que em Origanum syriacum L. o teor e a composi¢do do éleo
essencial foram intensificados sob fotoperiodos curtos.

¢ Temperatura- Fahlén et al. (1997) in Pinto & Bertolucci (2002) verificaram
que em camomila, um termoperiodo de 25-18°C produziu elevada concentragdo
dos constituintes majoritarios do seu 6leo essencial.

¢ Umidade- Singh-Sangwan et al. (1994) in Pinto & Bertolucci (2002)

verificaram que em capim-limdo, o teor do Oleo essencial aumentou



significativamente quando as plantas foram submetidas a 90 dias de estresse
hidrico.

Outros fatores como altitude, variagdo sazonal, latitude e variagdes
geograficas ou fatores puramente genéticos também podem influenciar na
composi¢cdo quimica das plantas. Este dltimo é mais drastico, uma vez que
implicam no fato de que plantas podem ser indiferencidveis sob o ponto de vista
morfolégico, mas apresentarem uma composi¢do quimica completamente
diferente em relagdo aos seus 6leos essenciais.

Considerando que essas plantas podem ser utilizadas tanto para a producdo
de fitoterdpicos quanto pela medicina popular, é imprescindivel que esses
materiais sejam bem caracterizados. Desse modo, a investigagdo quimica bem
como a correta classificacdo desses quimiotipos é de grande importancia para a

atividade econdmica ligada a esses produtos.

2.3 A familia Verbenaceae e o género Lippia
2.3.1 Aspectos botéanicos e ecolégicos

A familia Verbenaceae estd incluida no clado Asteridae e ordem
Lamiales (Judd et al., 2002), sendo constituida por 36 géneros e 1035 espécies.
Diversos géneros dentro da familia tém se destacado em fungdo das
propriedades medicinais e ornamentais, entre eles, podem ser citados os géneros
Aloysia, Lantana e principalmente, Lippia (Salimena-Pires, 1991; Bonzani et al.,
1997; Salimena, 2000).

O género Lippia foi descrito por Linnaeu em 1753. Segundo Salimena
(2000), esse género retine cerca de 200 espécies distribuidas principalmente nos
neotrépicos e subtrépicos, com trés centros de diversidade: Brasil, México e
Argentina.

O Brasil é o maior deles, com aproximadamente 111 espécies. Contudo,

a estimativa do nimero de espécies do género t€m sido motivo de controvérsias.



De acordo com caracteristicas morfoldgicas, autores como Schauer (1847),
Bentham & Hooker (1876) e Briquet (1897) consideraram os géneros Aloysia,
Acantholippia e Phyla como sindnimos ou subgéneros de Lippia. Outros autores
como Troncoso (1974), Botta (1980) e Salimena (2000) consideraram-nos como
géneros distintos.

Espécies do género Lippia apresentam propriedades medicinais
comprovadas, destacando-se entre elas, Lippia alba. Esta apresenta virios nomes
populares: erva cidreira, falsa melissa, cha de tabuleiro, erva cidreira do campo,
salva do Brasil, salva-limio e erva cidreira brava. Seus constituintes quimicos
conferem um amplo espectro de ac¢do como sedativa, antiespasmddica,
estomaquica, diurética, antirreumadtica, antiinflamatdria, analgésica, antisséptica,
miorrelaxante, entre muitas outras (Bezerra, 1981; Krishore et al., 1983; Pio-
Correa, 1984, Albuquerque, 1989; Di-Stasi et al., 1989; Dwivedi et al., 1990;
Gomes, 1990; Kishore & Mishra, 1991; Correa, 1992; Costa, 1998; Vale et al.,
1999; Rao et al., 2000; Viana et al., 2000).

Lippia alba é arbustiva podendo chegar a dois metros de altura. Floresce
durante todo o ano e em funcdo de suas inimeras propriedades medicinais,
recebe amplo destaque no género (Salimena, 2000). Em relacdo ao sistema
reprodutivo, Sanders (2001) considera que espécies do gé€nero sdo alégamas,
com dicogamia protandrica. Sao polinizadas por insetos. Algumas espécies sio

autocompativeis e autégamas facultativas quando a alogamia falha.

2.3.2 Quimiotipos de Lippia alba
Segundo Craveiro (1981), citado por Santos-Mendes (2001), a familia
Verbenaceae possui composicdo quimica dos 6leos essenciais bastante variada.
L. alba vem sendo intensamente estudada sob o ponto de vista
fitoquimico devido a existéncia de variabilidade marcante na composicio

quimica dos seus 6leos essenciais, o que estd estritamente ligada a diversidade



de acdes terapéuticas que lhes sdo atribuidas (Ricciardi et al., 2000). Essa
variacdo permite, inclusive, classificd-la em diferentes quimiotipos, dentre eles:
Lal- citral; La2- carvona e La3- linalol. Em relacdo ao potencial biotecnolégico
dos trés quimiotipos de L. alba, Tavares (2003) relata que o quimiotipo Lal-
citral apresenta forte atividade fungicida e nematicida. Vale et al. (1999),
detectaram efeito ansiolitico e hipotérmico do dleo essencial desse quimiotipo
em cobaias e Viana et al. (2000) observaram efeito analgésico e
antidematogénico.

Segundo Tavares (2003), o quimiotipo La2- carvona possui agdes
nematicida, bacteriostdtica, bactericida e fungicida. Além disso, a carvona
apresenta atividade alelopdtica, causando inibicdo do brotamento de batatas. O
mesmo autor afirma que o linalol (principal constituinte do quimiotipo La3) é
utilizado na industria de perfumaria, apresenta ainda efeitos sedativos atuando
sobre o sistema nervoso central, possui propriedades hipnéticas, hipotérmicas e
anticonvulsivantes. Pode ainda exercer atividades antiinflamatéria, analgésica,
bactericida, antiftingica e inseticida. Além das atividades anteriormente citadas,
o linalol apresenta atividade contra linhagens de células de leucemia e linfoma
humanos (Chiang et al., 2003 citado por Tavares, 2003).

Outros estudos envolvendo a propagacdo vegetativa desses trés
quimiotipos foram realizados por Biasi & Costa (2003). Eles verificaram que os
quimiotipos diferem quanto a resposta de enraizamento, embora apresentem
certa facilidade na formacao de raizes.

Sob o ponto de vista morfolégico observou-se que os quimiotipos
apresentam diversidade especialmente no tamanho e na textura das folhas, e no
tamanho e coloracdo das flores (Correa, 1992). Este mesmo autor, em estudos
anatomicos, histoquimicos e do extrato aquoso de L. alba concluiu que essa
espécie estd sujeita a grandes variacdes morfoldgicas, anatdomicas e fitoquimicas

resultantes de adaptagdes as condi¢cdes ambientais do local de procedéncia.
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Moldenke (1961) citado por Santos-Mendes (2001) afirma que essa
espécie é extremamente varidvel e polimoérfica e segundo Vesque (1885) (citado
por Santos-Mendes, 2001), a subfamilia a que pertence esta espécie apresenta
certa instabilidade na estrutura de 6rgdos habitualmente constantes. Esses
autores afirmam que um outro aspecto que também poderia influenciar na
plasticidade fenotipica da espécie é sua ampla distribui¢do no globo terrestre.

Segundo Ming (1992) citado por Santos-Mendes (2001), os resultados
obtidos no estudo dos principais componentes do dleo essencial de L. alba nem
sempre sdo os mesmos, devido ao efeito dos fatores ambientais e metodolégicos
utilizado por diferentes autores. No entanto, Sanders (2001) relata que perfis de
6leos essenciais em Verbenaceae sao diversificados e altamente especificos para
as espécies da familia.

Segundo D“Andrea et al. (1995), variacdes qualitativas na composi¢ao
quimica dos Oleos essenciais se originam principalmente de uma variacio
genética e/ou de possiveis influéncias ecoldgicas.

As variagdes morfolégicas e na composi¢cdo quimica do éleo essencial
tém sido observadas dependendo da origem geografica do material, o que levou
a hipotese de que tais variacdes poderiam ser influenciadas pelo ambiente ao
qual a planta estd submetida. No entanto, Tavares (2003) verificou que esses
quimiotipos mantiveram suas diferencas quimicas e morfolgicas mesmo
quando submetidos as mesmas condi¢cdes ambientais.

Dentre as caracteristicas morfolégicas avaliadas por Tavares (2003), os
quimiotipos apresentaram diferencas significativas em relagdo ao porte (1,6m;
1,8m e 1m para os quimiotipos Lal, La2 e La3, respectivamente); velocidade de
crescimento (o quimiotipo Lal apresentou maior velocidade de crescimento e
maior capacidade invasiva em relag@o aos demais e o quimiotipo La3, a menor
velocidade de crescimento); tamanho das folhas (o quimiotipo La3 apresentou

maior tamanho, seguido pelos quimiotipos Lal e La2) e anatomia da ldmina
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foliar (variagdes em relacdo ao comprimento e largura das células epidérmicas e
organizacdo do mesofilo). Além disso, nos testes de micropropagacio, os
quimiotipos responderam diferentemente a desinfestagdo (o quimiotipo Lal
apresentou a melhor resposta ao tratamento, seguida pelos quimiotipos La2 e
La3). Em relacdo a taxa de multiplica¢do, o quimiotipo La3 apresentou a menor
taxa.

Esses resultados reforcam a idéia de que essas variacdes nao sdo
puramente resultado de influéncia ambiental, como os autores relatam. Na
realidade, ha provavelmente um componente genético que estd determinando a

diferenca entre esses quimiotipos.

2.4 A citogenética e a sua importiancia

A citogenética € proveniente da unido de duas ciéncias: a citologia
(estudo da estrutura e a fungdo celular) e a genética (estudo da hereditariedade).
Assim, ela se preocupa com o estudo da organizacdo, forma, nimero, fungéo e
movimento dos cromossomos durante o ciclo celular, o que estd relacionado a
transmissao da informagdo genética, recombinagdo e expressao gé€nica.

A andlise cromossomica sempre foi um dos campos mais excitantes da
Citologia e da Genética, tanto quando relacionada a estudos taxondmicos e
evolutivos, quanto a estudos estruturais, no melhoramento genético, na
caracterizacdo de germoplasmas ou na andlise clinica. Mesmo com a revolucio
provocada pela genética molecular, a andlise cromossdmica continua sendo a
Unica maneira de observar todo o genoma de um eucarioto na forma de blocos
individualizados de material genético. Em nenhuma outra instancia, o material
genético € tdo claramente observado (Guerra & Souza, 2002).

Todas as fases do ciclo celular sdo de grande utilidade para realizar tais
estudos. Diversos autores t€m estudado, por exemplo, a morfologia do nicleo

interfdsico uma vez que a cromatina desses nicleos em plantas exibe uma
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estrutura varidvel (Fukui & Nakaiama, 1996) que depende de uma série de
caracteres cromossOmicos e nucleares, destacando-se como mais importantes a
densidade do DNA nuclear, a natureza e a quantidade de heterocromatina
(Guerra, 1987b).

Esses caracteres s@o relativamente constantes dentro de cada espécie,
especialmente em nucleos de células de pontas de raiz. Desse modo, a estrutura
nuclear também € constante e definitiva para cada espécie, sendo um cardter
taxondmico importante. Além disso, segundo Bickmore & Chubb (2003) a
localizagdo dos cromossomos no nicleo interfasico nio € aleatéria.

Virios trabalhos tém sido realizados utilizando esse cardter para
classificar nicleos interfasicos de diversas espécies em uma gama de familias:
Rutaceae (Guerra, 1987b), Zingiberaceae (Guerra, 1987a), Velloziaceae (Melo
et al., 1997), Cyperaceae (Lucefio et al., 1998), Theaceae (Yang et al., 2000) e
Passifloraceae (Melo et al., 2001), entre outros.

Além de nucleos interfasicos, outras fases podem ser de grande
utilidade, permitindo a contagem do nimero cromossdmico e caracterizagdo do
caridtipo, identificacdo de rearranjos cromossOmicos e estudos sobre a
regularidade nos processos de divisdo celular.

A citogenética também é uma ferramenta util na criacdo de novas
metodologias para o estudo dos cromossomos (Carvalho, 1995); na identificacio
de anomalias cromossOmicas na meiose (mutagdes cromossdmicas) (Caetano-
Pereira, 1995 e Techio, 2002); em cruzamentos interespecificos nos programas
de melhoramento (Barbosa, 2000 e Abreu, 2002); estudos de variacdo
somaclonal (Raimondi et al., 2001); macho-esterililidade (Nirmala & Kaul,
1993, 1994; He et al., 1997), inducdo de poliploidia (Abreu, 2002); estudos
evolutivos e de divergéncia; estudos de citotaxonomia e de sistemdtica (Techio,
1998 e Melo et al., 2001); localizag@o de genes especificos (Hibridizagao in situ

Fluorescente) (Branddo, 2003) e identificacdo de genomas (Hibridizacdo
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Genodmica in sifu) (Christian et al., 2002; Heslop-Harrison et al., 1999; Heslop-
Harrison, 2000).

Informagdes citogenéticas tém contribuido de forma importante como
exame complementar ou mesmo na reformulacdo de hipdteses filogenéticas
(Stebbins, 1971; Qumsieh & Baker, 1988; Singh, 1993).

Durante o processo evolutivo das espécies, os caritipos se
transformaram seguindo regras préprias, muitas das quais ainda desconhecidas,
gerando uma imensa diversidade cromossdmica em nimero, forma, tamanho,
capacidade de pareamento meidtico, contetido de heterocromatina, etc (Guerra
& Souza, 2002). Assim, a andlise do cariétipo tem sido muito utilizada por
diversos pesquisadores em estudos citotaxondmicos (Branddo, 2003; Lucefio et
al., 1998; Melo et al., 1997, 2001).

A meiose envolve etapas altamente coordenadas, harmoniosas e
delicadamente balanceadas, sendo um mecanismo que exibe universalidade e
singularidade (Nirmala & Kaul, 1993).

Por meio da recombinacdo e da permuta genética, a meiose € um
processo extremamente importante para o sucesso evolutivo da reproducio
sexuada em eucariotos. O entendimento do comportamento meiético auxilia na
identificagdo de diversos eventos, como 0s rearranjos cromossdmicos,
possibilitando realizar inferéncias a respeito da evolucdo cromossdmica bem
como, estudar a relagc@o entre os genomas envolvidos.

O estudo da estabilidade meidtica, juntamente com a andlise da
viabilidade do gréo de pdlen, permite indicar se a planta € potencialmente fértil,
fornecendo subsidios para usos futuros em programas de selecdo, cruzamento e
producdo de sementes vidveis (Corazza-Nunes et al., 1993, 1995; Andrada et al.,

1998; Coelho & Battistin, 1998; Bione et al., 2000; Techio, 2002).
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2.4.1 Citogenética em L. alba

Para o género Lippia, ja foram descritos os nlimeros cromossdomicos n=
12,13,14, 15, 16 e 18 (Brandao, 2003). O nimero bésico da familia ainda é
duvidoso. Sanders (2001) relata que os nimeros bdsicos formam uma série
aneupldide entre géneros e entre espécies do mesmo género. Os nimeros basicos
sugeridos sdo: x= 5, 6, 7, §, 9,10,11,12,17,18,19 e 20. Segundo esse mesmo
autor, acredita-se que x=10 seja o niimero bdsico ancestral e que tenham
ocorrido aneupolidias ascendentes e descendentes em torno desse. Para o género
Lippia, o nimero bésico proposto € x=5. Sanders (2001) relata ainda que é
comum a ocorréncia de poliploidia e hibridos naturais entre espécies de
diferentes géneros da familia Verbenaceae.

Em relacdo a L. alba, ha relatos de um niimero cromossdmico de 2n=30
(Bose & Choudhy, 1960). Brandao (2003) verificou que esta espécie apresenta
11 pares metacéntricos e quatro submetacéntricos, com constri¢cdes secundarias
nos bracos longos dos pares 2 e 5. Nesse estudo, a autora verificou por meio de
hibridizacao in situ fluorescente (FISH) que esta apresenta dois sitios de rDNA
58S, sugerindo que essa é uma espécie dipldide.

No entanto, estudos envolvendo a citogenética comparativa de diferentes
quimiotipos de L. alba sdo inexistentes.

A taxonomia dessa espécie € ainda problemadtica. Para alguns autores, L.
geminata e L.alba sdo sinonimias e para outros sio espécies distintas (Craveiro
et al., 1987; Hegnauer, 1973; citados por Brandao, 2003). No entanto, Kumar &
Dutt (1989) citados por Brandio (2003) estudaram as bases citogenéticas de L.
geminata e L. alba e verificaram que a primeira apresenta 2n=32 cromossomos.

Além disso, em seus estudos, Branddo (2003) indica que L. alba

constitui um tdxon distinto de L. geminata.
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As diferentes interpretagdes existentes reforcam a necessidade de
investigacdes citogenéticas que possam auxiliar na diferenciagdo desses

quimiotipos.

2.5 Marcadores RAPD

Mais recentemente, técnicas de biologia molecular, particularmente os
marcadores de DNA, t€m fornecido importantes contribuicdes ao estudo da
biodiversidade. Varios trabalhos tém utilizado estes marcadores para determinar
a estrutura genética das populagdes, estimar a variabilidade genética e a partir
dessas informacgdes, elaborar estratégias de conservacdo (Nodari & Guerra,
2000; Colombo, 2000; Jones et al., 2001; Lee et al., 2002). Viccini et al. (2004)
estudaram a diversidade genética de nove espécies do género Lippia por meio de
marcadores RAPD, contribuindo para o entendimento da adaptacido ao ambiente,
conservagdo e taxonomia dessas espécies. Outros autores, como Vieira et al.
(2001) tém estudado a correlacdo existente entre marcadores moleculares e a
diversidade quimica de plantas medicinais.

O RAPD (Random Amplified Polymorphism DNA) é um dos métodos
moleculares mais eficientes na produg¢do de marcas polimoérficas dentro de um
curto periodo de tempo. Neste método, um primer curto (10 bases) de seqiiéncia
arbitrdria € usado em uma reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para
amplificar seqiiéncias de DNA.

Esta técnica tem sido utilizada como uma ferramenta valiosa em vérias
areas de pesquisa, para estudar variacdes genéticas inter e intra-especificas,
padrdes de expressdo génica e identificacdo de genes especificos (Kuddus &
Kuddus, 2002). Além disso, fornecem dados sobre as relagdes de afinidade
dentre e entre as amostras, auxiliando na obtencdo de genétipos melhorados a
partir de cruzamentos e da introgressdo genética (Harvey & Fraleigh, 1995;

Caraway et al.,, 2001). A andlise RAPD tem contribuido também para a
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identifica¢@o de varia¢do somaclonal (Osipova et al., 2001; Soneji et al., 2002);
avaliacdo de variacdo em plantas coletadas em diferentes regides geograficas
(Peterson & Peterson, 1999; Fisher et al., 2000; Sabatti et al., 2001; Kuddus &
Kuddus, 2002; Li et al., 2002); identificacdo de padrdes de variacdo genética in
situ e ex situ (Etisham-Ul-Haq, 2001); identificacdo de variedades e aplicagdes
forenses (Congiu, 2000); investigagdo de aspectos da biologia reprodutiva
(Arnholdt-Schmitt, 2000); estudo de relacdes interespecificas em espécies
apomiticas (Bartish et al., 2001); andlises filogenéticas (Tsuji & Ohnishi, 2001;
Chen et al.,, 2001); construg¢do de mapas genéticos de alta cobertura e
identifica¢do de genes de interesse econdomico (Grattapaglia & Sederoff, 1994;

Ferreira & Grattapaglia, 1998).

2.5.1 Marcadores RAPD em Lippia alba

Trabalhos envolvendo o estudo da divergéncia genética por meio de
marcadores RAPD foram realizados por Santos-Mendes (2001), onde foram
caracterizadas oito formas de L. alba provenientes da colecdo de plantas
medicinais do Departamento de Horticultura da FCA/UNESP/Botucatu.

Segundo esse autor, formas referem-se a menor das categorias utilizadas
nos trabalhos correntes de taxonomia, aplicando-se normalmente a variagdes
verificadas em individuos de qualquer populacdo, tais como a cor da corola, cor
do fruto e as de resposta a variacdes do ambiente. Verificou-se neste trabalho
que a partir de marcadores moleculares RAPD, foram geradas um total de 662
bandas, sendo que 318 (48%) mostraram-se polimorficas. A andlise das
coordenadas principais e de agrupamento refletiram os mesmos quatro grupos
(AB,C e D) obtidos quando a andlise de coordenadas principais e de
agrupamento foi realizada para os 6leos essenciais das oito formas de L.alba.
Além disso, os autores destacam que o estabelecimento taxondmico correto da

espécie poderd ser mais preciso com a utilizagdo desses marcadores.
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E importante ressaltar que o presente estudo é o primeiro que utiliza
marcadores RAPD para explorar a variacdo entre e dentro dos quimiotipos Lal-

citral, La2- linalol e La3- carvona de L. alba.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencio do material

Estacas de trés acessos de L. alba correspondentes a trés quimiotipos
(Lal- citral, La2- carvona e La3- linalol) provenientes da cidade do Rio de
Janeiro, do estado do Ceara e da cidade de Valinhos no interior do estado de Sao
Paulo foram fornecidos pelo Departamento de Produtos Naturais e Alimentos da
Faculdade de Farmacia, Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Estes
foram mantidos em casa de vegetacio do Departamento de Biologia,
Universidade Federal de Lavras (Minas Gerais).

Excicatas desses quimiotipos foram depositadas no Herbédrio do
Departamento de Botanica, Instituto de Biologia, UFRJ (RFA), registradas sob
os numeros 29421, 29422 e 29423, respectivamente. Posteriormente, foram
identificadas pela Dra. Fiatima Regina Gongalves Salimena, da Universidade

Federal de Juiz de Fora (UFJF).

3.2 Citogenética
3.2.1 Analise mitética

Para a obtengdo de cromossomos metafdsicos e nicleos interfasicos,
foram coletadas estacas dos trés quimiotipos. Estas foram mantidas em sistema
de hidroponia a 28°C até a emissdo das raizes. Posteriormente, as raizes foram
submetidas & pré-tratamentos com 8- hidroxiquinoleina (3mM) por 8 horas a
4°C. Em seguida, as raizes foram fixadas em metanol: 4cido acético (3:1) por no

minimo 24 horas.
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3.2.1.1 Preparo das laminas

As raizes foram submetidas a maceracdo enzimdtica com o complexo
enzimatico Pectinex (NOVO NORDISK Ferment™ Bioindustrial do Brasil) na
concentragdo de 1:10 (tampdo citrato de sédio 2mM, pH 3,5) durante 3 horas a
34°C. As laminas foram preparadas por meio das técnicas de secagem ao ar com
maceracdo enzimatica (Carvalho, 1995) para os trés quimiotipos e esmagamento
para o quimiotipo La3- linalol. Em seguida, foram coradas com Giemsa 5% em
tampao fosfato 0,1M pH 6,8 durante 3 minutos.

As laminas foram avaliadas em microscépio de luz Olympus Bx 60. As
metédfases mitdticas e os nucleos interfasicos foram capturados por uma cimera
digital acoplada ao microscépio e analisadas pelo programa Image Pro-Plus

versdo 4.5 da Media Cybernetics.

3.2.2 Cariétipo

Foram contados os nimeros cromossdmicos em 50 metafases para os
quimiotipos Lal- citral e La2- carvona e 61 metafases para o quimiotipo La3-
linalol. Foram avaliadas cinco metafases dos quimiotipos Lal- citral e La2-
carvona para a montagem dos cariogramas e obtencdo das medidas de
comprimento total dos cromossomos (CT= comprimento do brago curto +
comprimento do brago longo) e comprimento dos bragos cromossomicos. Para
confeccdo dos ideogramas foram utilizados os pardmetros de tamanho relativo
(TR= tamanho total do cromossomo individual x 100/ tamanho total do
genoma), indice centromérico (IC= comprimento do braco curto x 100/
comprimento do brago longo + comprimento do braco curto) e relagdo de bragos
(RB= comprimento do brago longo/ comprimento do braco curto). Os

cromossomos foram classificados segundo Guerra (1988).
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3.2.3 Nucleos interfasicos
Foram analisados 50 nicleos interfdsicos para cada quimiotipo que

foram classificados segundo a chave proposta por Guerra (1987b) (Quadro 1).

1. Arreticulado

- Reticulo cromatinico invisivel ou fracamente corado.
- Cromocentros bem delineados.

- Eucromatina condensada praticamente ausente.

1.1 A. simples- Cromocentros com forma regular;

1.2 A .composto- Cromocentros com forma irregular

2. Semi-Reticulado
- Cromocentros simples ou ocasionalmente fundidos.
- Quantidade varidvel de eucromatina condensada.
2.1 S.M. Reticulo fracamente corado- Cromocentros com forma regular, raramente
mostrando prolongagdes de eucromatina condensada.
2.2 S.M. Reticulo cromatinico medianamente corado- cromocentros com densidade
muito varidvel e com forma geralmente irregular.
2.3 S.M. Reticulo cromatinico profundamente corado
2.3.1 Tamanho- médio, freqiientemente compostos e com cromocentros de forma
irregular.
2.3.2  Composto, grande e com cromocentros com forma irregular- reticulo
cromatinico levemente polarizado.
2.3.3  Simples, cromocentros pequenos € numerosos. Aparéncia geralmente granular
e cromatina homogeneamente distribuida.

3. Reticulado
Reticulo cromatinico intensamente corado, cromocentros pequenos de dificil
visualizac@o. Cromatina polarizada.

QUADRO 1. Chave para classificagdo de niicleos interfasicos (Guerra, 1987b).
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3.2.4 Andlise meiética

Para a obtencdo de células meidticas, foram coletados botdes florais
antes da antese. Estes foram imediatamente fixados em metanol: dcido acético
(3:1).
3.2.4.1 Preparo das laminas

Tendo em vista o tamanho das flores (1,0 a 1,5mm de comprimento e
largura) foi utilizada a metodologia de secagem ao ar com maceracdo enzimdtica
adaptada para flores de tamanho reduzido descrita por Praca et al. (2000) (Figura
1). Para o preparo da suspensdo celular, foram utilizadas aproximadamente 40
anteras provenientes de 12 botdes florais (1).

® As anteras foram transferidas para um microtubo de 0,3 mL adaptado

em sua extremidade com uma tela de poliéster (60um) (2).

¢ O material foi lavado em dgua destilada e posteriormente imerso em
solucio enzimitica concentrada Pectinex NOVO NORDISK™ por 20 minutos a

34°C (3).

® Apds a maceragdo enzimadtica, as anteras foram novamente lavadas e o

tubo adaptado colocado em outro microtubo contendo dgua destilada.

e As anteras foram fragmentadas mecanicamente com o auxilio de um

estilete adaptado para a retirada das células- mée do grdo de pélen (PMCs) (4).

® A suspensdo celular resultante foi centrifugada a 2000 rpm por trés
vezes, realizando trocas sucessivas de 4gua destilada. Apds a tltima
centrifugacdo, a dgua foi retirada e completou-se o volume com fixador metanol:

acido acético (3:1) gelado (5).

e A suspensdo celular foi ressuspendida e utilizada para a preparacio de

cada lamina (cerca de 5 gotas/lamina) (6).
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As laminas foram secadas ao ar e em placa aquecedora, submersas em
dcido acético 45% gelado durante 10 segundos e coradas em solucdo de Giemsa
5% em tampao fosfato 0,1M pH 6,8 por 1 minuto de 30 segundos. Foram

analisadas 291, 399 e 276 células para os quimiotipos Lal, La2 e La3

respectivamente.

0o 1
%3 D g - - 4% A\
0 || ©
Tela de

Poliéster

Anteras Eppendorf
adaptado

Pipeta

Estilete
adaptado

Precipitado
de células

Enzima

Suspensao
celular

FIGURA 1. Técnica de secagem ao ar com maceragdo enzimadtica

adaptada para flores de tamanho reduzido (Praca et al.
2000).

23



3.2.5 Viabilidade do grio de pdlen

Botdes florais foram coletados de quatro plantas/ quimiotipo e fixados
em etanol: dcido acético (3:1). Anteras foram seccionadas sobre lamina
liberando os graos de pélen. Em seguida, estes foram corados com Corante de
Alexander (Alexander, 1980) e cobertos com laminula. Estas foram seladas e
armazenadas em cAmara timida. Apds 12 horas, as 1aminas foram analisadas em
microscépio Leica DMS. Consideraram-se vidveis os graos de pdlen corados de
roxo e invidveis os corados de verde.

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Citogenética da
Universidade Federal de Lavras, em delineamento inteiramente casualizado com
40 repeti¢des para Lal-citral e La2-carvona, 20 repeti¢cdes para La3-linalol para
a avaliacdo da viabilidade dos graos de pélen. As andlises de variancia foram

realizadas no programa SAS (Statistical Analysis System).

3.2.5.1 Delineamento experimental
O delineamento experimental seguiu um modelo hierdrquico:
Yiw= M+ ti + Pw + Pwii) + Lkwi) + Cigiwk) + Ciwki
m= média
t;= efeito de tratamentos i onden=1,2¢3
pw= efeito de plantas w onde f=1,2,3 e 4
pw@= efeito de plantas w dentro de cada tratamento i
Iywiy= efeito de laminas k dentro de plantas w dentro de cada tratamento i
Ciiwk= efeito de campos j dentro de laminas k dentro de plantas w dentro de cada
tratamento i

€iwkj= EITO experimental

3.2.6 Producio de sementes

Foi avaliada em campo se os quimiotipos produziam sementes.
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3.3 Marcadores RAPD
3.3.1 Extracao do DNA genomico e reacoes de RAPD

Amostras foliares foram coletadas de trés plantas por quimiotipo.
Plantas do quimiotipo La-1 citral foram identificadas como Lal-1, Lal-2 e Lal-
3, de La2- carvona, como La2-1, La2-2 e La2-3 e de La3- linalol, como La3-1,
La3-2 e La3-3.

Estas foram colocadas em nitrogénio liquido (-70°C). O DNA gen6mico
foi extraido dos tecidos foliares por meio da técnica de CTAB (Grattapaglia &
Sederoff, 1994). O DNA foi quantificado e sua concentragdo foi avaliada em um
espectofotometro (GeneQuant Pro RNA/DNA Calculator, Amersham Pharmacia
Biotech Inc). A quantifica¢do e a concentragdo do DNA também foram checadas
com padrdes de DNA lambda em gel de agarose.

A andlise dos polimorfismos de DNA amplificados ao acaso (RAPD)
foram realizadas segundo Williams et al. (1990) com pequenas modificacdes. As
reagdes foram realizadas em um volume de 25uL contendo 10mM de Tris-HCl,
pH 8.0; 50mM de KCIL; 2mM de MgCl, ; 0,1% de Triton X-100; 0,4uM de
primers ; 0,2 Mm de cada DNTps; 1 unidade de Taq polimerase e 30 ng de DNA
gendmico.

Foram testados 47 primers: OPA-01, OPA-03, OPA-04, OPA-05, OPA-
06, OPA-07, OPA-08, OPA-09, OPA-10, OPA-11, OPA-12, OPA-13, OPA-14,
OPA-15, OPA-18, OPA-19, OPA-20, OPB-01, OPB-02, OPB-03, OPB-05,
OPB-07, OPB-11, OPB-12, OPC-02, OPC-05, OPC-08, OPC-11, OPD-07,
OPD-11, OPE-12, OPE-20, OPF-04, OPF-09, OPF-10, OPF-13, OPF-14, OPG-
02, OPG-03, OPG-10, OPG-11, OPG-12, OPG-13, OPG-14, OPG-15, OPG-16 ¢
OPG-20.

As reagdes foram realizadas em termociclador Perkin Elmer Inc. O

programa de ciclos incluiu 1 ciclo de 2 minutos a 94°C, seguido por 45 ciclos de
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1 minuto a 94°C, Imin a 36°C e 1,5 min a 72°C, seguido pela incubag¢@o final de
5 min a 72°C.

Os produtos da amplificacdo foram analisados em eletroforese em gel de
acrilamida 5% em tampao TBE1X, corado com nitrato de prata 15%. Foram
selecionados os primers baseados na presenca de polimorfismos capazes de
discriminar os quimiotipos analisados, bem como os produtos das amplificacées

que tiveram reprodutibilidade.

3.3.2 Score das bandas e anilise dos dados

Somente as bandas mais claras e fortes foram utilizadas para a anélise. O
scoring foi acompanhado em Software RFLP (Scanalytics Co) e os dados foram
exportados para uma matriz bindria relacionada com a presenca (1) ou auséncia
(0) de uma banda para cada marca de um unico individuo.

O coeficiente médio de dissimilaridade dentro de cada quimiotipo e
entre os quimiotipos foram calculados utilizando o complemento do coeficiente
de Sorensen ou Nei & Li (1979) por meio do programa estatistico GENES
VERSAO 2004 2.1, expresso por:

Dg= 1-(2ny, / (ny + n, + 2ny,))

Em que Dy representa a distancia entre os individuos, ny, representa o niimero de
bandas presentes em ambos os individuos, n, é o nimero de bandas gerado
somente pelo individuo y e n, ¢ o nimero de bandas gerado somente pelo
individuo z.

Este coeficiente é apropriado para dados RAPD porque é
encontrado neste tipo de marcador a presenga ou a auséncia de banda,
uma vez que se trata de um marcador dominante. Para se estimar as
dissimilaridades entre os quimiotipos e construir um dendrograma, foi

utilizado o procedimento UPGMA (Software JMP, version 3.1.6.2; SAS

Institute).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Citogenética
4.1.1 Nucleos interfasicos

Segundo Guerra (1987b), os nidcleos interfdsicos podem ser
classificados em trés tipos fundamentais: arreticulado, semi-reticulado e
reticulado.

De acordo com a chave de classificacio proposta por esse mesmo autor,
os nucleos interfasicos dos quimiotipos Lal- citral e La2- carvona sdo do tipo
arreticulado composto (Figuras 2a e 2b, respectivamente), apresentando um
reticulo cromatinico em uma camada muito fina e fracamente corada,
cromocentros bem delineados e com tamanhos irregulares e eucromatina
condensada praticamente ausente.

O quimiotipo La3- linalol apresentou uma classificacao diferente, sendo
do tipo semi-reticulado, com reticulo cromatinico medianamente corado (Figura
2¢), possuindo cromocentros ocasionalmente fundidos e quantidade varidvel de
eucromatina condensada. A eucromatina condensada é caracterizada por
apresentar parte considerdvel da cromatina com um grau intermedidrio de
condensacdo entre a heterocromatina e a eucromatina dispersa (Guerra, 1987a).

Como a intérfase constitui uma fase metabdlica, onde ocorre a sintese de
DNA, RNA e outras substancias preparatdrias para a divisdo nuclear seqiiencial
(Fukui & Nakaiama 1996), podem ser detectadas pequenas variagdes em relagdo
a distribuicdo da cromatina e homogeneidade da condensag@o entre nicleos de
diferentes tecidos em um mesmo individuo. Entretanto, segundo Guerra (1987a),
entre individuos da mesma espécie ndo € observada nenhuma variacdo a ponto
de ocorrerem diferentes classificagdes. Contudo, alguns géneros apresentam uma
evidente diversificacdo interespecifica em relacdo a estrutura de seus nticleos

interfasicos. Guerra (1984) relata que a variacdo interespecifica € mais
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comumente encontrada em géneros que apresentam grande nimero de espécies,
ampla distribuicdo geogrédfica e, freqiientemente, diferencas morfoldgicas
acentuadas, como ocorre com espécies do género Lippia.

Segundo Guerra (1984), fatores como o tamanho e a largura
cromossdmica, a quantidade de DNA nuclear, a quantidade e distribuicdo da
heterocromatina, a densidade nuclear, o conteido de histonas e de DNA
repetitivo e o padrdo de distribui¢do de seqiiéncias repetitivas sdo alguns dos
pardmetros que interferem na estrutura do nucleo. Esse autor enfatiza que
espécies com nucleos arreticulados apresentam cromossomos profasicos com
uma nitida diferencia¢@o entre a por¢ao eucromadtica e a heterocromdtica, o que
foi visualizado nos nicleos profasicos dos quimiotipos Lal-citral e La2-carvona
(Figuras 3a e 3b), enquanto que aquelas com nucleos semi-reticulados ou
reticulados apresentam diferentes padrdes de condensag@o profésica, com niveis
intermedidrios de condensagdo da eucromatina, o que foi detectado nos nicleos
profésicos do quimiotipo La3- linalol (Figura 3c).

Como relatado anteriormente, a classificacdo dos nicleos interfasicos
constitui um cardter taxondomico importante, pois dentro da espécie o nicleo
interfasico é constante, ndo sendo praticamente afetado pelos polimorfismos

cromossomicos (Guerra, 1984).
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FIGURA 2. Niicleos interfasicos dos trés quimiotipos de L. alba. A e B: nicleos
arreticulados de Lal- citral e La2-carvona, respectivamente. C:
ntdcleos semi-reticulados de La3- linalol. Barra= 10um. Lavras,
2004.
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FIGURA 3. Nucleos profasicos dos trés quimiotipos de L. alba. A e B:
cromossomos profasicos de Lal- citral e La2- carvona,
respectivamente, que apresentam nucleos arreticulados e C:
cromossomos profasicos de La3- linalol, que apresenta nicleos
semi-reticulados. Compare os nticleos das figuras A e B com o
nucleo da figura C. Barra= 10um. Lavras, 2004.
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4.1.2 Cromossomos metafasicos

O tratamento com o antimittico 8- hidroxiquinoleina (3mM, 8hrs a
4°C) possibilitou a obtencdo de grande nimero de metifases (em média, 20
metafases/lamina). A maioria delas apresentou cromossomos com boa
morfologia e que permitiu a contagem do nimero cromossdomico dos trés
acessos.

Os quimiotipos analisados apresentam diferentes  numeros
cromossdmicos. Lal- citral apresenta 2n=30 cromossomos (Figuras 4A e 4B), o
que corresponde ao nimero jd relatado para L. alba (Bose & Choudhry, 1960),
sendo 6 pares metacéntricos (1 ao 6) e 9 pares submetacéntricos (7 ao 15). Os
pares 5 e 11 apresentam uma constricdo secunddria no brago curto (Tabela 1,
Figuras 5, 6A e 6B). O comprimento total do lote hapléide (CTLH) ¢é de
43,02um. Os pares cromossomicos apresentam tamanhos que variam de 2,04pum
a4,27um.

Brandao (2003) relatou a presenca de 11 pares metacéntricos e 4 pares
submetacéntricos, dois pares metacéntricos com constricdo secunddria e um
CTLH de 54,67 wm para L. alba (La-1). Como os dois materiais sdo oriundos
de diferentes populagdes, é possivel que rearranjos tenham ocorrido, originando

esse polimorfismo cromossdmico.
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FIGURA 4. A e B. Metafases mitéticas do quimiotipo Lal- citral, com 2n=30
cromossomos. Barra= 10um. Lavras, 2004.
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TABELA 1. Dados morfométricos dos cromossomos de Lal- citral
(2n=30). N=5. Lavras, 2004.

Par BC BL CT TR % RB IC CC
1 1,92 2,35 4,27 9,93 1,22 44,96 MT
2 1,90 2,17 4,07 9,46 1,14 46,60 MT
3 1,53 1,74 3,26 7,58 1,13 46,77 MT
4 1,29 1,61 2,90 6,74 1,24 44,40 MT
5 1,2 1,66 2,86 6,65 1,38 41,95 MT
6 1,11 1,30 2,41 5,59 1,17 46,15 MT
7 1,01 2,02 3,03 7,04 2 33,30 SM
8 0,93 1,46 2,39 5,56 1,56 38,90 SM
9 0,91 2,02 2,93 6,81 2,21 31,05 SM
10 0,91 1,94 2,85 6,62 2,13 31,92 SM
11 0,91 1,84 2,75 6,39 2,02 33,00 SM
12 0,91 1,66 2,57 5,97 1,82 35,40 SM
13 0,83 1,38 2,21 4,93 1,66 37,60 SM
14 0,83 1,65 2,48 5,76 1,98 33,40 SM
15 0,75 1,30 2,04 4,75 1,73 36,59 SM

CTLH 43,02

BC= Comprimento do Brago Curto (um); BL= Comprimento do Braco Longo
(um); CT= Comprimento Total do Cromossomo (m); TR= Tamanho Relativo;
RB= Relacio de Bracos; IC= Indice Centromérico; CC= Classificacio
Centromérica;, MT=  Metacéntrico, SM=  Submetacéntrico, CTLH=
Comprimento Total do Lote Hapléide (um) N= Nimero de metdfases medidas.
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FIGURA 5. Ideograma de LI- citral (2n=30) baseado dos dados
morfométricos da Tabela 1. Os pares 5 e 11 apresentam
constricdes secunddrias. Lavras, 2004 .
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FIGURA 6. Metafase mitética (A) e Cariograma (B) de Lal- citral. Barra=
10um. Lavras, 2004.
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O quimiotipo La2- carvona apresenta 2n=60 cromossomos (Figuras 7A
e 7B), sendo 15 pares metacéntricos (1, 3, 4, 6-14, 23-25); 14 pares
submetacéntricos (2, 5, 15-22, 27-29) e 1 par acrocéntrico (30). O par 6
apresentou uma constri¢do secunddria no braco curto (Tabela 2, Figuras 8, 9A e
9B). O comprimento total do genoma foi de 84,67um. Os pares cromossomicos
apresentaram tamanhos que variaram de 1,48um a 4,81um.

La2- carvona apresentou comprimento total do lote hapldide de
84,67um, praticamente o dobro do observado para Lal- citral (43,02um).
Considerando a similaridade dos nucleos interfdsicos e a semelhanca
morfolégica dos cromossomos, este resultado indica que La2- carvona pode ser
um autopolipléide de Lal- citral.

Entretanto, esperar-se-ia que este apresentasse 12 pares de
cromossomos metacéntricos, 18 submetacéntricos e quatro pares de
cromossomos com constricdo secundaria, o que ndo foi observado para esse
quimiotipo.

Diversos autores tém relatado a ocorréncia de variagdes cromossdmicas
intra- ou interespecificas. Por exemplo, Singh & Sharma (1981) detectaram
variacdes cariotipicas entre diferentes populacdes de Ocimum sanctum
(alfavaca). Moretti et al. (1991) observaram variagdo cromossdmica
intraespecifica em Zamia (Zamiaceae, Cycadales) e Martinez et al. (2000)
relataram a ocorréncia de variagcdes génicas e citoldgicas entre 9 populacdes de
Echeandia nana (Anthericaceae).

Segundo Guerra (1988), variacdes cariotipicas podem ser originadas
devido a varia¢des numéricas (euploidias e aneuploidias) e estruturais (delecdes,
duplicagdes, inversdes, translocacdes, fissdes e fusdes céntricas). Esse mesmo
autor enfatiza que em condi¢des climaticas apropriadas o polimorfismo
cromossdmico é mais intenso que em condicdes desfavordveis para algumas

espécies.
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Este polimorfismo & atribuido ao fato de que sob condi¢des favordveis, a
espécie pode explorar diferentes microhabitats, ou seja, quanto maior a
diversidade ambiental explorada, maior o polimorfismo cromossdmico. Uma das
caracteristicas das espécies do género Lippia é que estas sdo colonizadoras bem
sucedidas de ambientes hostis como cerrados e campos.

Desse modo, as diferencas cariotipicas observadas entre Lal- citral e
La2- carvona podem estar relacionadas a ocorréncia de rearranjos
cromossdmicos. Pode-se, portanto, sugerir algumas possibilidades de rearranjos
que podem ter ocorrido (Figura 10).

Lal- citral pode ter passado por uma duplicacio cromossOmica,
originando individuos com 2n=60 cromossomos, sendo 12 pares metacéntricos e
18 submetacéntricos (Figura 10). Em seguida, essas plantas podem ter passado
por mudangas cariotipicas e originado La2- carvona.

Como La2- carvona apresenta um maior nimero de cromossomos
metacéntricos do que o esperado (15 ao invés de 12). Podem ter ocorrido
mecanismos que levaram ao aumento desse nimero. Uma possibilidade para
explicar o aumento no nimero de metacéntricos seria a ocorréncia de quebras no
braco longo levando a inversdes paracéntricas (Figura 10A).

Para explicar a origem do cromossomo acrocéntrico, uma possibilidade
seria que um outro par de cromossomos submetacéntricos tenha sofrido quebras
no braco curto levando a inversdes paracéntricas (Figura 10B).

La-1- citral apresenta dois pares de cromossomos com constri¢do
secunddria, enquanto que La-2 carvona apresenta um par. Isso pode ter ocorrido
devido a atividade e estrutura das regides organizadoras do nucléolo (NORs).
Gupta & Reddy (1991) destacam que a atividade das NORs depende dos
genomas participantes e dos genes regulatérios que controlam a estrutura e a

atividade dessas regides.
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E importante ressaltar que esses processos sio altamente dinimicos e
complexos e que vdrias outras possibilidades de rearranjos podem ter ocorrido.

Como o polimorfismo cromossdomico pode ter pelo menos trés efeitos
importantes: alterar o conjunto génico em expressao no organismo; alterar a
freqtiéncia de recombinacdo genética ou até mesmo, reduzir ou impedir o fluxo
génico (Guerra, 1988), tais variacdes cromossOmicas s30 muito importantes para

a espécie, apresentando um significado evolutivo.
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FIGURA 7. A e B. Metafases mitdticas do quimiotipo La2- carvona, com 2n=60
cromossomos. Barra= 10um. Lavras, 2004.
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TABELA 2. Dados morfométricos dos cromossomos de La2-carvona (2n=60).
N=5. Lavras, 2004.

Par BC BL CT TR% RB IC CC
1 2,04 2,04 4,08 4,81 1 50 MT
2 1,85 2,96 4,81 5,68 1,6 38,46 SM
3 1,67 2,04 3,71 4,38 1,22 45 MT
4 1,56 1,85 3,41 4,02 1,18 45,74 MT
5 1,48 241 3,89 4,59 1,62 38 SM
6 1,37 1,85 3,22 3,8 1,35 42,5 MT
7 1,30 1,84 3,14 3,7 1,41 41,4 MT
8 1,30 1,84 3,14 3,7 1,41 41,4 MT
9 1,30 1,67 2,97 35 1,28 43,77 MT
10 1,30 1,48 2,78 3,28 1,13 46,76 MT
11 1,30 1,48 2,78 3,28 1,13 46,76 MT
12 1,30 1,48 2,78 3,28 1,13 46,76 MT
13 1,30 1,30 2,6 3,07 1 50 MT
14 1,30 1,30 2,6 3,07 1 50 MT
15 1,11 2,04 3,15 3,72 1,83 35,23 SM
16 1,11 2,04 3,15 3,72 1,83 35,23 SM
17 0,93 2,04 2,97 35 2,19 31,31 SM
18 0,93 2,04 2,97 3,5 2,19 31,31 SM
19 0,93 1,67 2,6 3,07 2,11 35,7 SM

20 0,93 1,67 2,6 3,07 2,11 35,7 SM
21 0,93 1,67 2,6 3,07 2,11 35,7 SM
22 0,93 1,48 2,41 2,84 1,59 38,58 SM
23 0,93 1,11 2,04 2,42 1,19 45,58 MT
24 0,93 1,11 2,04 2,42 1,19 45,58 MT
25 0,93 1,11 2,04 2,42 1,19 45,58 MT
26 0,74 1,85 2,59 3,05 2,5 28,57 SM
27 0,74 1,48 2,22 2,62 2 33,33 SM
28 0,74 1,30 2,04 24 1,75 36,27 SM
29 0,56 1,30 1,86 2,19 2,32 30,1 SM
30 0,37 1,11 1,48 1,74 3 25 AC
CTLH 84,67

BC= Comprimento do Brago Curto (um); BL= Comprimento do Braco Longo
(um); CT= Comprimento Total do Cromossomo (um); TR= Tamanho Relativo;
RB= Relagio de Bragos; IC= Indice Centromérico; CC= Classificagdo
Centromérica; MT= Metacéntrico; SM= Submetacéntrico; AC= Acrocéntrico;
CTLH= Comprimento Total do Lote Hapldide (um); N= Nimero de metifases
medidas.
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FIGURA 8. Ideograma de L2- carvona (2n=60) baseado dos dados
morfométricos da Tabela 2. O par 6 apresenta constricdo
secundaria. Lavras, 2004 .
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FIGURA 9. Metifase mitdtica (A) e Cariograma (B) de La2- carvona. Barra=
10um. Lavras, 2004.
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FIGURA 10. Possibilidades de rearranjos cromossdmicos que originaram
polimorfismos cromossomicos entre os quimiotipos Lal- citral e
La2- carvona. M= metacéntricos, SM= submetacéntricos ¢ AC=
acrocéntrico. Lavras, 2004.
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O quimiotipo La3- linalol apresentou-se mixopléide, com nidmeros
cromossdmicos variando de 2n=12 a 60. Em algumas células foi observado um
pequeno cromossomo com caracteristicas de acessério, ou cromossomo B
(Figuras 11A- 111).

Inicialmente, as 1aminas desse quimiotipo foram preparadas por meio da
técnica de secagem ao ar. Para se verificar a possibilidade de estarem ocorrendo
perdas cromossdmicas devido a metodologia, foi empregada também a técnica
de esmagamento. Verificou-se a ocorréncia de variagdo no nimero
cromossdmico em ambas as metodologias. Na Figura 12 estdo representados os
nimeros cromossomicos encontrados em ldminas preparadas por secagem ao ar.
Dentre os nimeros cromossdmicos observados no quimiotipo La3- linalol,
aqueles em torno de 40 foram os mais freqiientes.

E importante salientar que os nimeros encontrados em La2- carvona e
La3- linalol foram relatados pela primeira vez.

Segundo Goswani & Khandelwal (1980), a mixoploidia é um fendmeno
que pode ocorrer em hibridos naturais nos quais os genomas envolvidos
apresentam ciclos celulares assincronicos, resultando em uma eliminagdo
cromossOmica. Este fato pode ser uma resposta adaptativa de uma espécie a
mudancas ecoldgicas e ambientais ou ainda, ocorrer devido a mutacio.
Pagliarini (2002) também relata que a mixoploidia as vezes € relacionada a
ocorréncia de poliploidia, hibridagdo, substancias quimicas e, algumas vezes, ela

¢é geneticamente controlada.
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FIGURA 11. Metédfases mitéticas do quimiotipo La3- linalol, apresentando
mixoploidia. (A) 2n= 29; (B) 2n= 36+1B; (C) apresentando
célula metafasica com 2n= 38 (a direita) e prometifase com
2n= 21 cromossomos (2 esquerda); D) 2n= 40. Barra=10um.
Seta indica o cromossomo B. Lavras, 2004. (“...continua...”).
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FIGURA 11,“Cont”. Metédfases mitdticas do quimiotipo La3- linalol,
apresentando mixoploidia. (E e F) 2n=44+1B; (G) 2n=45; (He
I) 2n=58 cromossomos. Seta indica o cromossomo B. Barra=
10um. Lavras, 2004.
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FIGURA 12. Numeros cromossomicos observados no quimiotipo La3
carvona (mixopléide) de Lippia alba. Lavras, 2004.

Como no género Lippia é comum a ocorréncia de hibridos
interespecificos naturais (Sanders, 2001), a mixoploidia observada no
quimiotipo La3-linalol pode estar associada a uma possivel hibridacdo entre L.
alba e uma espécie proxima. Além disso, a variagdo de nlimeros cromossomicos
observada no presente trabalho entre os diferentes quimiotipos de L. alba
permite sugerir varias possibilidades de cruzamento para explicar a origem de
La3- linalol, como mostra a Figura 13.

Considerando que o maior nimero cromossdmico encontrado em La3-
linalol foi de 2n=60, é possivel que, por exemplo, Lal- citral (2n=30)
produzindo grios de pdlen ndo-reduzidos ou La2-carvona (2n=60), tenham se
hibridado com uma espécie préoxima de L.alba que possua 2n=60 (cruzamentos
1 e 2, Figura 13).

Outra hipétese seria que esses mesmos quimiotipos tenham se hibridado
e originado La3- linalol (cruzamento 3, Figura 13).

Pode-se considerar ainda a possibilidade de que Lal- citral ou La2-

carvona tenham se hibridado com L. geminata (2n=32) (cruzamentos 4 e 5,
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Figura 13) que € considerada por alguns autores, como sinonimia de L. alba e
como um tdxon distinto por outros autores, como citado anteriormente.

E, finalmente uma outra possibilidade é que L. geminata tenha se
hibridado com uma espécie préxima (Lippia sp) e originado La3- linalol

(cruzamento 6, Figura 13).

Redugio Gréos de
n=16 Lippia geminata pélen nio
(2n=32) reduzido
@ (n=32)
La3- linalol i
<«4— Duplicagio @
(2n=62) cromossdmica @
® v
La3- linalol (2n=62) La3- linalol (2n=62)
n=15
Redugdo n=30 n=30
Lal- citral (2n=30) X Lippia sp (7?7) (2n=60) La2- carvona (2n=60)
Gréos de pélen ndo- reduzidos 2=30 0=30
n=30
La3- linalol (2n=60) La3-linalol (2n=60)
@ La3-linalol (2n=60) @
|- i
L -

FIGURA 13. Cruzamentos hipotéticos que podem ter ocorrido entre quimiotipos
L1- citral, L2- carvona de L. alba e outras espécies do gé€nero e
originado o quimiotipo L3- linalol. Lavras, 2004.
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A mixoploidia € um evento importante e apresenta implicacdes praticas
e evolutivas. Em plantas superiores, na auséncia de reprodugdo sexual, a
mixoploidia é uma forca potencial na evolugcdo, enquanto que em espécies
propagadas sexuadamente, a instabilidade cromossomica em tecidos
reprodutivos pode levar a producdo de gametas com nimeros cromossdmicos
variaveis, produzindo aneupléides (Pagliarini, 2002).

A freqiiéncia de células metafésicas apresentando um cromossomo B foi
de 22,95%. Cromossomos B, também chamados de supernumerdrios ou
acessorios, sdo cromossomos adicionais ao complemento cromossdmico A
padriao de uma espécie e que podem ndo estar presentes em certos tecidos,
individuos ou populagdes (Dhar et al., 2002). Segundo esses mesmos autores,
cromossomos B ndo pareiam e ndo recombinam com cromossomos A durante a
meiose, sdo as vezes heterocromdticos e usualmente nio contém genes, exceto
para DNA ribossdmico. Os cromossomos B jad foram relatados em vdrias
espécies (Bjerketvedt & Laane, 1980; Gohil & Kaul, 1980; Jones & Rees, 1982;
Confalonieri, 1992; Hiremath & Murthy, 1992; Hossain et al., 1992; Chen et al.,
1993a, 1993b; Estepa et al., 1993; Dagne, 1995; Dias et al., 1998; Houben et al.,
2001; Muratova & Vladimirova, 2001; Dhar et al., 2002).

A variagc@o observada em relacdo a presenca desses cromossomos nas
células é explicada pelo fato de que cromossomos B ndo sofrem disjun¢do das
cromatides-irmas durante a anafase, sugerindo que estes apresentam centromero
ndo funcional (Houben et al., 2001).

Cromossomos B diferem dos cromossomos A em morfologia e
comportamento € ndo sdo necessdrios para o crescimento e desenvolvimento
normal (Houben et al., 2001). Sua origem ainda ¢ um enigma e muitos acreditam
que tenham surgido a partir de cromossomos A (Dhar et al., 2002). Segundo
Muratova & Vladimirova (2001), a presengca de cromossomos B modifica o

fendtipo do ntcleo, influencia na separagdo dos cromossomos mitdticos e
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meidticos, na recombinag¢do e adaptacdo das plantas a condi¢cdes ambientais
adversas. A presenga de cromossomos B pode infuenciar na producdo de
sementes.

Foi observado por Tavares (2003) que plantas La3- linalol sdo pouco
vigorosas, apresentando baixa taxa de crescimento e multiplicagdo em relacio
aos demais quimiotipos. Além disso, no campo, somente esse quimiotipo nio
produziu sementes. Essas caracteristicas podem estar relacionadas além da
poliploidia e mixoploidia, a presenca dos cromossomos B, pois Jones & Rees
(1982) relatam que plantas com cromossomos supernumerarios apresentam

baixa produgdo de sementes, vigor reduzido e reducdo no porte.

4.1.3 Analise meiética

A meiose é um evento de alta estabilidade evolutiva que culmina na
reducdio do nimero cromossdomico. Uma meiose com curso normal e
harmonioso assegura a viabilidade dos gametas (Pagliarini, 2002). Além disso,

os eventos citologicos da gametogénese sdo controlados geneticamente.

4.1.3.1 Lal- citral

Em Lal- citral (2n=30), a andlise da meiose permitiu detectar que a
maioria das células apresentou meiose regular e normal. Foram obtidas células
em paquiteno (Figura 14A), diacinese com 15 bivalentes (Figura 14B), anafase I,
teléfase 1 (Figura 14C) e tétrades normais (Figura 14D). Dentre as
irregularidades meidticas, foram detectados univalentes na diacinese,
cromossomos adiantados na metafase I, cromossomos atrasados na anafase I e

teléfase II. A freqii€ncia dessas irregularidades foi de 16,49%. (Tabela 3).
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FIGURA 14. Células-mée do grio de pélen do quimiotipo Lal- citral (2n=30)
de L. alba. A) Paquiteno; B) Diacinese com 15 bivalentes; C)
Telofase I e D) Tétrade. Barra= 10um. Lavras, 2004.
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TABELA 3. Anormalidades meiéticas encontradas nos quimiotipos Lal-citral,
La2-carvona e La3-linalol de Lippia alba (Verbenaceae). Lavras,

2004.
Quimiotipos

Células normais Lal- citral La2- carvona La3-linalol

Obs Obs Obs
Zigéteno 18 0 0
Paquiteno 99 7 12
Dipléteno 30 1 18
Diacinese 24 7 0
Metafase 1 27 7 6
Telofase 1 15 0 9
Metéfase II 6 6 0
Tétrade 24 4 0
Total (N) 243 32 45
Células anormais Obs Obs Obs
Paquiteno 9 0 3
Diacinese 9 4 96
Metéfase [ 9 12 21
Telofase 1 9 10 15
Metéfase II 0 3 6
Tétrade 9 2 90
Mbobnades 3 336 0
Total (A) 48 367 231
Total Geral(N+A) 291 399 276
% Anormalidade
(A/(N+A)) 16,49 91,9 83,6

A= Total de células anormais, N= Total de células normais
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4.1.3.2. La2- carvona

O quimiotipo La2- carvona (2n=60 cromossomos) apresentou
irregularidades meidticas como a presenca de univalentes e associagdes
multivalentes (trivalentes) na diacinese (Figura 15A), metdfase I com migracio
cromossdmica precoce (Figura 15B), andfase I com pontes e fragmentos
cromossdmicos (Figura 15C), teléfase I com cromossomos tardios, células com
fragmentagdo cromossdmica (Figura 15D), metdfase II com migracdo
cromossdmica precoce (Figura 14E), tétrades com cromossomos perdidos
(Figura 15F); monades (Figura 15G) e diades (Figura 15H). A freqiiéncia de
células com irregularidades meidticas foi de 91,9% (Tabela 3). Das
anormalidades encontradas, células com micronicleos foram as mais freqiientes
(91,5%).

As associagdes multivalentes encontradas em La2- carvona reforcam as
hipéteses de que esse quimiotipo é um autopolipléide de Lal- citral (2n=30) ou
um alopolipléide segmental resultante do cruzamento entre L. alba e uma

espécie muito préxima, que apresente cromossomos com regides de homeologia.
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FIGURA 15. Células-mae do grao de pdlen do quimiotipo La2- carvona
(2n=60) de L. alba. A) Diacinese apresentando trivalentes (seta),
bivalentes e univalentes; B) Metifase I com migracdo
cromossOmica precoce (seta); C) Telofase I com ponte
cromossOmica e fragmentos cromossdmicos (seta); D)
Fragmentagdo cromossomica (seta). Barra=10pum. Lavras, 2004.
(““...continua...”).
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“FIGURA 15, Cont.” Células-mae do grdo de pdlen do quimiotipo La2- carvona
(2n=60) de L. alba. E) Metifase II com migracdo
cromossdmica precoce (seta); F) Tétrade com cromossomos
perdidos (seta); G) Monade (seta) e H) Diade (setas).
Barra= 10um. Lavras, 2004.
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4.1.3.3 La3-linalol

La3- linalol (mixopléide) apresentou 83,6% das células analisadas com
irregularidades meidticas (Tabela 3). Dentre essas, destacou-se a presencga de
diacineses com univalentes, cadeias cromossOmicas envolvendo varios
cromossomos e anéis de translocacdo envolvendo quatro cromossomos (41,5%
das células anormais), tel6fase I desbalanceadas, com cromossomos perdidos e
tétrades com microntcleos (38,9% das anormalidades). As diacineses analisadas
ndo permitiram a contagem do nimero cromossdmico em fungio da presenca de
muitas associagdes multivalentes e cadeias cromossdmicas (Figuras 16 A-I).

Entretanto, todas as células em teléfase I que possibilitaram a contagem
dos cromossomos nos dois pélos permitiram observar que mesmo
desbalanceadas, possufam um total de 2n= 40 a 2n= 44 cromossomos (Figura
16G) (o que corresponde ao niimero mais freqiientemente encontrado na andlise
mitética). O cromossomo B ndo foi observado nas células meidticas.

Segundo Pozner (2001), células somadticas diferenciam-se por meio de
um processo denominado PCD (Diferenciagcdo Celular Pré-Meidtica) em células
meidticas. Desse modo, o ndmero cromossOmico observado nos meidcitos
sugere que as células mitéticas que entraram em meiose também apresentavam
nimeros cromossdmicos em torno de 2n=44.

Univalentes em ascensdo precoce na metafase I ou cromossomos tardios
na anéfase I podem originar micronucleos na teléfase I e na meiose II (Figuras
16F a 16I). Em conseqiiéncia disso, podem ser formados gametas aneupléides.
Cromossomos univalentes resultam da baixa freqiiéncia de quiasmas,
terminalizacdo precoce dos quiasmas ou da presenga de genes assindpticos ou
dessindpticos na préfase I. Segundo Pagliarini (2002), a presenca de univalentes
leva a inviabilidade do pélen e baixa producdo de sementes.

As translocagdes correspondem a troca de partes entre cromossomos

nio-homoélogos e podem ter origem espontdnea ou podem ser induzidas. E um
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fendmeno importante, pois estabelece novas relacdes de ligagdo entre genes,
constituindo um mecanismo de origem de rearranjos cromossdmicos sobre 0s
quais a evolucdo pode atuar (Clark & Wall, 1996).

E possivel que essas plantas estejam passando por um processo de
evolucdo cariotipica que, segundo Aparicio & Albaladejo (2003), constitui um
processo de especiagdo. De acordo com estes autores, se tais rearranjos sao
fixados, reduzindo o fluxo génico entre os individuos, pode ocorrer um
isolamento reprodutivo.

E importante ressaltar que as anormalidades observadas nesses
quimiotipos podem comprometer a producdo de graos de pdlen vidveis e
conseqiientemente, a producdo de sementes. Kumar & Dutt (1989) relataram que
espécies do género Lippia sdo colonizadoras bem sucedidas de diversos habitats
em um curto tempo, estando sobre uma sele¢@o natural intensa. Além disso, os
autores destacam ainda que plantas desse género possuem um mecanismo
dinamico de propagagdo vegetativa dos gendtipos/fendtipos adaptados em

nichos ecolégicos.
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FIGURA 16. Células- mae do grao de pdlen do quimiotipo La3-linalol
(mixopléide). A) Diacinese com cadeias cromossdmicas,
associacOes trivalentes e anéis de translocacdo (seta). B)
Diacinese com associagdes multivalentes (seta); C) Diacinese
com anel de translocacdo envolvendo quatro cromossomos
(seta); D) Diacinese com anel cromossdmico (seta) e cadeias
cromossdmicas. Barra= 10um. Lavras, 2004. (“...continua...”).
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“FIGURA 16, Cont.” Células- méde do grdo de pélen do quimiotipo La3-linalol
(mixopléide). E)Diacinese com cadeias cromossomicas
(seta); F) Metafase I com migracdo cromossdmica
precoce (seta); G) Telofase 1 desbalanceada (19
cromossomos em um pélo e 20 no outro) e com
micronicleo (seta); H) Metdfase II com migragdo
cromossOmica precoce (seta) e I) Tétrade com
cromossomos perdidos (seta). Barra= 10um. Lavras,
2004.
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4.1.4 Viabilidade do grao de pdlen

Verificou-se que Lal-citral apresentou uma média de 82,35% de graos
de pdlen vidveis, enquanto que La2- carvona apresentou 52,51% e La3-linalol,
34,75%.

As médias da viabilidade do grio de pélen dos quimiotipos e das plantas
dentro do quimiotipo La3- linalol diferiram quando comparadas pelo teste de
Scott-Knot a 5% de probabilidade (Tabelas 4 e 5).

Esses resultados permitiram constatar que o nivel de ploidia e,
conseqiientemente, as anormalidades meidticas observadas nessas plantas
influenciaram a viabilidade do grdo de pélen. Além disso, o menor percentual de
graos de pdlen vidveis e as diferencas significativas encontradas entre os
individuos do quimiotipo La3- linalol estdo relacionadas com a sua condi¢do

mixopléide.

Tabela 4. Propor¢des médias de graos de pdlen vidveis dos quimiotipos
Lal-citral, La2- carvona e La3- linalol. Lavras, 2004.

Quimiotipos Médias
Lal- citral 0,3475a
La2- carvona 0,5250 b
La3- linalol 0,8235 ¢

Tabela 5. Propor¢des médias de grdos de pdlen vidveis de plantas do
quimiotipo La3- linalol. Lavras, 2004.

Plantas Médias
2 0,1769 a
4 0,5607 b

Numeros seguidos da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knot a 5% de probabilidade.
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4.2 Marcadores RAPD

A técnica RAPD foi utilizada para caracterizar 3 acessos de L. alba
correspondentes aos quimiotipos denominados Lal-citral; La2- carvona e La3-
linalol.

Dos 47 primers 10-mer arbitrdrios utilizados, 33 (70,2%) foram
selecionados e escoreados devido a consisténcia na amplifica¢do. Os primers
selecionados foram: OPA-01, OPA-03, OPA-04, OPA-05, OPA-08, OPA-09,
OPA-10, OPA-11, OPA-12, OPA-13, OPA-14, OPA-15, OPA-18, OPA-19,
OPA-20, OPB-03, OPB-05, OPB-07, OPB-12, OPC-02, OPC-08, OPC-11,
OPD-07, OPF-09, OPF-10, OPF-13, OPF-14, OPG-02, OPG-03, OPG-14, OPG-
15, OPG-16 e OPG-20.

Virios padrdes de bandas foram revelados por diferentes primers. Estas
apresentaram um tamanho médio de 968,41pb que variaram de 249pb (OPC-02)
a 3062pb (OPA-05).

Foram geradas no minimo duas (OPA-13 e OPG-16) e no médximo 13
(OPAO9 e OPBO03) bandas amplificadas, totalizando 208 bandas. O nimero de
bandas/primer foi de 6,3. Das 208 marcas produzidas, 33 (15,86%) foram
monomdrficas, ou seja, foram comuns a todos os gendtipos analisados.

Na Tabela 6 estd representada a matriz de distancia gerada por meio do
complemento do coeficiente de Nei & Li (1979).

Verificou-se que o quimiotipo La3- linalol apresentou maior varia¢do
dentro (0,4416) do que os demais (0,02 e 0,03 para os quimiotipos L1 e L2,
respectivamente) (Tabela 7).Essa maior variagdo pode ter ocorrido em funcgio da
condi¢do mixopldide do quimiotipo La3.

Entretanto, é amplamente discutido entre os autores se marcadores
RAPD podem identificar a variacdo no nimero de cromossomos. Raimondi et

al. (2001), por exemplo, detectaram variantes somaclonais em Asparagus por
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meio de andlises citogenéticas, ndo conseguindo o mesmo por meio de
marcadores RAPD. Os autores atribuem essa falha do RAPD em detectar algum

N N

polimorfismo associado a variacdo somaclonal devido a pequena porcdo do
genoma que € coberta pelos marcadores RAPD. Uma outra explicacdo dos
autores € que o nimero de marcadores analisados foi insuficiente para saturar o
genoma de asparagus. E importante ressaltar que a variagdo somaclonal
detectada em asparagus por meio da andlise citogenética ocorreu devido a
aneuploidias  (2n=2x+12=32 e 2n=2x+14=34). Ou seja, os numeros
cromossOmicos encontrados foram 2n=32 e 2n=34. No presente estudo, o
quimiotipo La3 apresentou uma variacdo de nimeros cromossOmicos muito
pronunciada (2n=12 a 2n=60+1B), como relatado anteriormente, o que deve ter
contribuido para que o RAPD a detectasse.

Outros autores, como Osipova et al. (2001) e Soneji et al. (2002),
conseguiram detectar polimorfismo por meio de marcadores RAPD em variantes
somaclonais de milho e abacaxi, respectivamente.

Para a andlise de agrupamento, foram utilizados trés diferentes métodos
hierarquicos (single linkage, complete linkage e ward). Segundo Cruz (2001),
nesta andlise sdo identificados na matriz de distancia ou dissimilaridade os
individuos mais similares, os quais sdo reunidos formando um grupo inicial.
Calculam-se as distancias daquele grupo em relacdo aos demais individuos e em
relacdo a outros grupos ja formados. Assim, a matriz de dissimilaridade foi
utilizada para a andlise de agrupamento UPGMA, possibilitando a obtencdo de
um dendrograma (Figura 17). Todos os métodos hierdrquicos utilizados
forneceram o mesmo dendrograma, demonstrando consisténcia nos resultados
obtidos.

Pode-se  verificar que se formaram dois grupos principais
correspondendo aos quimiotipos Lal e La2 e que individuos do quimiotipo La3

se agruparam tanto com o primeiro (representado pelos individuos Lal) quanto
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com o segundo grupo (representado pelos individuos La2). Isso se deve ao fato
de que La3 apresentou bandas em comum com os dois quimiotipos. A variacdo
entre Lal e La3 e entre La2 e La3 foi de 0,40 e 0, 43, respectivamente (Tabela
7).

Nas Figuras 18 e 19 estdao alguns perfis de RAPD obtidos com os
primers OPC-11, OPF-10, OPG-03 e OPG-15.

TABELA 6. Estimativas das distdncias genéticas baseadas no coeficiente de Nei
& Li entre e dentro dos quimiotipos Lal- citral; La2- carvona e
La3- linalol. Lavras, 2004.

Lal.l Lal2 Lal3 La2l1 La22 La23 La3l La32 La3.3
Lal.l 0
Lal.2 0,00943 0
Lal.3  0,04306 0,03318 0
La2.1 0,56863 0,57282 0,57635 0
La2.2  0,57843 0,58252 0,58621 0,01010 0O
La2.3  0,59162 0,59585 0,58947 0,07027 0,07027 0
La3.1  0,20419 0,21244 0,22105 0,54595 0,55676 0,53488 0
La3.2  0,47000 0,46535 0,47739 0,55670 0,56701 0,58011 0,39227 0
La3.3 0,50495 0,50000 0,50249 0,17347 0,18367 0,21311 0,45355 0,47917 0
Média  0,37129 0,37027 0,36912 0,16956 0,17221 0,16601 0,10573 0,05990 0

TABELA 7. Estimativas das distancias médias entre e dentro dos quimiotipos
Lal, La2 e La3 de Lippia alba (Verbenaceae). Lavras, 2004.

Lal La2 La3
Lal 0,02
La2 0,58 0,03
La3 0,40 043 0,44
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FIGURA 17. Dendrograma UPGMA baseado em dados RAPD mostrando as
relacdes existentes entre e dentro de trés quimiotipos de Lippia
alba. Lal-1, Lal-2 e Lal-3 (Lal- citral); La2-1, La2-2 e La2-3
(La2- carvona) e La3-1, La3-2 e La3-3 (La3- linalol).
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FIGURA 18. Perfis de RAPD obtidos pela amplificacio de amostras de DNA
com os primers OPC-11 e OPF-10. Os nimeros 1, 2 e 3
correspondem aos individuos do quimiotipo Lal- citral; 4,5,6 aos
individuos de La2- carvona e 7,8,9 aos individuos de La3- linalol.
Note o polimorfismo presente entre os individuos do quimiotipo
L3- linalol. A letra P representa o padrio de DNA de fago A.
Lavras, 2004.
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FIGURA 19. Perfis de RAPD obtidos pela amplificacdo de amostras de DNA

com os primers OPG-03 e OPG-15. Os nimeros 1, 2 e 3
correspondem aos individuos do quimiotipo Lal- citral; 4,5,6
aos individuos de La2- carvona e 7,8,9 aos individuos de
La3- linalol. Note o polimorfismo presente entre oS
individuos do quimiotipo La3- linalol. A letra P representa o

padrdo de DNA de fago A. Lavras, 2004.
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4.3 Relacoes existentes entre Lal-citral, La2- carvona e La3- linalol

De forma geral, as andlises citogenéticas sugerem que o acesso La2-
carvona (2n=60) seja um autopolipléide de Lal- citral (2n=30) devido a
caracteristicas do cariétipo de ambos. O polimorfismo cromossdmico
identificado entre os dois acessos pode ser explicado devido a ocorréncia de
rearranjos ocorridos em La2- carvona. Além disso, anormalidades meidticas,
como associagdes multivalentes, encontradas em La2- carvona também indicam
a ocorréncia de autopoliploidia. Os marcadores RAPD separaram Lal- citral e
La2- carvona em grupos distintos. Isso pode ter acontecido devido a ocorréncia
de duplicagdo seguida de rearranjos que ocorreram em La2- carvona, pois, tais
alteracdes constituem mudangas evolutivas que levam a diferencas génicas e
cromossomicas.

Em relagdo ao acesso La3- linalol (mixopldide), tanto as andlises
citogenéticas quanto as moleculares indicam que este pode ser um hibrido
resultante do cruzamento entre Lal- citral e La2- carvona, por varios motivos:
este quimiotipo apresentou um tipo diferente de nucleo interfasico, €
mixopléide, apresenta meiose irregular, baixo vigor e ndo produz sementes.
Além disso, os marcadores RAPD, além de terem detectado a ocorréncia de
mixoploidia, indicaram que individuos La3- linalol se agruparam tanto com Lal-
citral quanto com La2-carvona.

Os resultados obtidos no presente estudo permitiram verificar que os
quimiotipos apresentam diferencas genéticas. Como as mudangas cariotipicas
constituem um aspecto significativo da especiagdo, pois tais alteragcdes podem
introduzir barreiras efetivas de cruzamentos por produzir hibridos estéreis e
causar problemas na divisdo meidtica (Clark & Wall, 1996), é possivel que as
mudancas pelas quais esses quimiotipos estdo passando constituam mecanismos

que podem levar a especiagdo dos mesmos.
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E importante salientar que é necessario reunir aos resultados obtidos no
presente estudo, dados morfolégicos, bioquimicos e ecoldgicos para uma correta
classificaciio desses quimiotipos e estabelecimento dos tdxons.

Sdo necessdrios estudos que verifiquem a relagdo existente entre os

genomas desses quimiotipos, o que podera elucidar a sua origem.
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5 CONCLUSOES

Os trés quimiotipos mostraram diferencas genéticas e citogenéticas com
base nas andlises mitoticas, meidticas e nos marcadores RAPD.

Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que o quimiotipo La2-
carvona seja um autopolipléide de Lal- citral e La3- linalol seja um hibrido
resultante do cruzamento entre Lal-citral e La2- carvona.

As alteracdes cariotipicas observadas sugerem que esses quimiotipos
estdo passando por um processo de especiagio.

E necessdrio que os resultados do presente estudo sejam reunidos a
dados morfolégicos, bioquimicos e ecoldgicos para uma reformulagdo da

categoria taxondmica dos mesmos.
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