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INTRODUGAO

A conservagdo de fragmentos vegetais, principalmente em
areas de pequenas propriedades, depende entre varios fa-
tores, da existéncia de alternativas economicamente vidveis
ao cultivo de monoculturas que necessitam de grandes ex-
tensoes para ter rentabilidade.

A sédlvia pertence & familia Lamiaceae, compreendendo
cerca de 200 géneros (sendo o género mais numeroso den-
tro da familia Lamiaceae) e 3.200 espécies distribuidas em
todo o mundo, estando o maior centro de dispersao local-
izado na regido do Mediterraneo e no Oriente Préximo (Joly,
1998; Velickovic et al., , 2002). De acordo com Serafini
et al., (2002), a familia Lamiaceae inclui muitas plan-
tas que produzem O6leos essenciais como lavandas, mentas,
tomilhos, alecrim, manjericdo, dentre outras. Sdo em geral
herbéceas ou arbustivas, com folhas opostas ou cruzadas, in-
teiras e em geral com cheiro intenso. Possuem flores peque-
nas ou grandes, em geral vistosas, reunidas em densas inflo-
rescéncias quase sempre axilares, diclamideas, hermafrodi-
tas, pentdmeras, fortemente zigomorfas, bilabiadas (Joly,
1998).

A sélvia pertence a familia Lamiaceae, compreendendo
cerca de 200 géneros (sendo o género mais numeroso den-
tro da familia Lamiaceae) e 3.200 espécies distribuidas em
todo o mundo, estando o maior centro de dispersao lo-
calizado na regiao do Mediterraneo e no Oriente Préximo
(Joly, 1998; Velickovic et al., 2002). De acordo com Ser-
afini et al., (2002), a familia Lamiaceae inclui muitas plan-
tas que produzem O6leos essenciais como lavandas, mentas,
tomilhos, alecrim, manjericdo, dentre outras. Sdo em geral
herbaceas ou arbustivas, com folhas opostas ou cruzadas,
inteiras e em geral com cheiro intenso. Possuem flores pe-
quenas ou grandes, em geral vistosas, reunidas em den-
sas inflorescéncias quase sempre axilares, diclamideas, her-
mafroditas, pentameras, fortemente zigomorfas, bilabiadas
(Joly, 1998). Dentre as espécies de sdlvia, a Salvia offic-
inalis L., S. lavandulifolia Vahl. e S. miltiorrhiza Bunge,
tem notaveis efeitos benéficos nas desordens de memoria,
depressao e isquemia cerebral, e seus estudos estao centra-
dos na atividade do dleo essencial (Perry et al., 003).

A qualidade dos fitoterapicos depende de muitos fatores

entre eles o clima, solo, altitude, época de colheita da
planta, cuidados no seu cultivo, além de suas caracteristicas
genéticas, para que a concentracao do fitoterapico nos teci-
dos das plantas seja compativel com as exigéncias do mer-
cado.

Para se conhecer melhor as caracteristicas das plantas, prin-
cipalmente as medicinais e aromaticas, precisa - se conhecer
seus principios ativos e constituintes quimicos, mas para se
chegar a este ponto, precisa - se conhecer a variabilidade
genética que é a fonte primaria dos estudos genéticos.

OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho é analisar a variabilidade genética
usando marcadores RAPD de diferentes procedéncias de
Salvia officinalis e de diferentes espécies de Salvia spp. e
comparar com o perfil quimico do éleo essencial obtido so-
bre as mesmas populagoes.

MATERIAL E METODOS

No presente trabalho foram analisadas 16 populagoes de
Salvia, sendo 3 Salvia officinalis L., 1 S. verbenaca L., 1
S. argentea L., 1 S. lavandulifolia Vahl, 1 S. pratensis L.,
1 S. sclarea L. e 8 Salvia sp. Cada populacao foi rep-
resentada por 10 plantas coletadas aleatoriamente para a
formacdo de Bulks representativos da populagdo. As fol-
has coletadas foram imediatamente colocadas em nitrogénio
liquido, e posteriormente, armazenadas em freezer & - 80°C
até a extragdo do DNA.

Para o isolamento de DNA total de cada planta foi utilizado
o método descrito por Doyle e Doyle (1988) modificado, a
fim de otimizar o processo. Para amplificacao, foi utilizada
a reagao descrita por Williams et al., . (1991), com vol-
ume final de 25 pl.: Tampao de reagao, dNTPs, 0,2 mM de
primer, 3 mM de MgC12; 0,25 mM de TRITON e 1,5 U de
Taq DNA polimerase Gibco BRL (Life Technologies, Sao
Paulo, Brasil) e aproximadamente 40 ng de DNA.

Foram utilizados os kits OPW, OPH, OPF, OPA, OPB e
OPY da Operon Technologies, com 20 primers cada um,
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visando identificar os que apresentam os melhores resulta-
dos em Salvia spp., avaliando - se a quantidade de bandas
produzidas, a intensidade destas, a sua reprodutibilidade e
o polimorfismo gerado pelas mesmas.

O processo de amplificacao foi baseado na seguinte
seqiiéncia: 3 min a 922 C, 40 ciclos de 1 min a 922 C, 1
min a 35° C e 2 min a 72° C. Apés, 3 min a 72° C e resfri-
amento a 4° C até a retirada das amostras.

A separagao eletroforética foi realizada em gel de agarose 1,4
% em cuba de eletroforese horizontal. A corrida foi efetuada
com voltagem constante de 90 Volts. A coloracdo dos frag-
mentos foi realizada com brometo de etidio e a observagao
feita sob luz ultravioleta.

Na determinacao da variabilidade genética, os dados obtidos
através da determinagdo da presenga ou auséncia de ban-
das formaram uma matriz que foi analisada com auxilio do
programa computacional MVSP. O dendrograma de similar-
idade foi construido pelo algoritmo UPGMA, utilizando - se
o coeficiente de Jaccard para cdlculo de similaridade. Os re-
sultados genéticos foram avaliados considerando diferencas
genéticas entre as 16 espécies de Salvia spp. e entre as Salvia
officinalis e Salvia sp., e correlacionados com as diferengas
quimicas, analisadas por Maloz (2005).

RESULTADOS

Foram considerados para a andlise 17 primers, onde foram
observados 183 fragmentos na avaliagio interespecifica com
nimero médio de fragmentos por primer de 10,7, com
polimorfismo de 91,2 %.

A similaridade (Coeficiente de Jaccard) entre as diferentes
espécies de Salvia spp. estudadas variou entre 0,23 e 0,46
com média de 0,31. O polimorfismo pode ser consider-
ado alto quando comparado com outras espécies da mesma
familia. Na avaliag@o intraespecifica em Salvia officinalis e
Salvia sp. foram observados 127 fragmentos e nimero médio
de fragmentos por primer de 7,4, obtendo - se polimorfismo
de 66,4 %. A similaridade (Coeficiente de Jaccard) entre as
espécies de Salvia officinalis e Salvia sp. variou entre 0,49
e 0,91 com média de 0,70 (70 %).

Estudos com cultivares comerciais de Ocimum basilicum
L. mostram uma alta similaridade em relagao aquela en-
contrada em outras espécies do género, com pequenas
diferengas quantitativas na concentragdo dos componentes
majoritdrios do 6leo essencial (Losquiano, 2003).

A anslise de RAPD foi eficiente na separagao das difer-
entes espécies analisadas, com coeficiente de similaridade
inferior a 0,50 entre as mesmas. Observou - se também a
formagdo de um agrupamento entre as populagbes carac-
terizadas como S. officinalis e Salvia sp., com similaridade
superior a 0,70, indicando a possibilidade de as espécies de
salvia ndo determinadas serem também S.officinalis. J& a
populacao de Salvia officinalis de origem espanhola (S1) ap-
resentou menor similaridade genética em relagao as demais
populagdes de S.officinalis (0,52).

Comparando - se os resultados da andlise genética com a
andlise do perfil quimico realizado com as mesmas pop-
ulagoes em S. officinalis e Salvia sp. (Maloz, 2005), ob-
serva - se a mesma tendéncia de agrupamento, inclusive
em relagao aos subgrupos formados, mostrando que existe

uma forte influéncia da base genética sobre a composigdo
quimica, uma vez que todas foram cultivadas nas mesmas
condigbes ambientais.

Skoula et al., . (1999) estudando populagoes de Salvia
fruticosa constataram que a andlise genética através de
marcadores RAPD possibilitou a separacdo das populagoes
em estudo e que o perfil genético correspondeu ao perfil
quimico. Mostraram também que em populagoes de regices
geogréficas préximas a variabilidade genética é menor e
com o distanciamento a tendéncia é aumentar as diferengas
genéticas, porém mantendo o perfil quimico do éleo.
Embora esta conclusdo parega explicar a alta diferenga
genética e baixa diferenga no perfil quimico encontrada na
populag@o S1 em relagdo as demais populagoes de S. offici-
nalis, considera - se que seja insuficiente, pois as demais pop-
ulagoes de S. officinalis, embora comercializadas no Brasil,
tem origem Européia e sao importadas.

Uma possibilidade para este resultado é de que tenha ocor-
rido adaptagdes, intencionais ou naturais em relacdo as
condicbes edafocliméticas dos diferentes locais de cultivo,
favorecendo alguns alelos em detrimento de outros de menor
importancia para a situagdo, porém sempre com selegdo em
relacdo ao perfil quimico esperado para S. officinalis.
Observagoes semelhantes foram feitas por Hu et al.,
(1991) e Cansian (1999), que observando grandes diferengas
entre mesmos cultivares de Brassica sp. de diferentes
procedéncias, atribuiram a necessidade de adaptagado para
cultivo em distintos locais ou em diferentes estagdes do ano,
com flutuagdes climéaticas importantes.

As diferengas genéticas das diferentes espécies foram con-
frontadas com as diferencas quimicas nas espécies S. of-
ficinais e S. sclarea, mostrando a mesma tendéncia de
separagao. A espécie S. lavandulifolia, que apresenta um
perfil quimico mais préximo de S. officinalis, também se
agrupou geneticamente mais proximo a esta do que as de-
mais espécies.

As espécies S. pratensis, S. verbenaca e S. argentea nao
foram analisadas quimicamente por Maloz (2005) sobre
as mesmas populagdes, mas o perfil quimico das mesmas
também apresenta diferencas consistentes (Couladis et al.,
., 2001; Then et al., ., 2003), correspondendo & andlise
genética.

CONCLUSAO

Com a anélise dos resultados podemos concluir que a uti-
lizagdo da técnica de RAPD foi eficiente para separacio das
diferentes espécies analisadas. Observando - se também a
formacao de um agrupamento entre as populagoes caracter-
izadas como S. officinalis e Salvia sp., indicando a possi-
bilidade de as espécies de sdlvia nao determinadas serem
também S. officinalis.

Comparando - se os resultados da andlise genética com a
andlise do perfil quimico realizado com as mesmas pop-
ulagbes em S. officinalis e Salvia sp., observa - se a mesma
tendéncia de agrupamento, inclusive em relagéo aos subgru-
pos formados, mostrando que existe uma forte influéncia da
base genética sobre a composi¢do quimica, uma vez que to-
das foram cultivadas nas mesmas condicoes ambientais.
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As diferengas genéticas das diferentes espécies quando con-
frontadas com as diferengas quimicas nas espécies S. offic-
inais e S. sclarea, mostraram a mesma tendéncia de sep-
aragao.

A espécie S. lavandulifolia, que apresenta um perfil quimico
mais préximo de S. officinalis, também se agrupou geneti-
camente mais proximo a esta do que as demais espécies.
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