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RESUMO

Objetivou-se avaliar a divergéncia genética entre cinco acessos de mentrasto por
métodos multivariados, utilizando-se caracteristicas botanico-agrondmicas, moleculares
(marcadores RAPD) e fitoquimicas (teor e composicdo do 6leo essencial). A andlise de
agrupamento por meio do método de Tocher, das caracteristicas botdnico-agrondmicas,
moleculares e fitoquimicas, formou dois grupos. Na anélise da divergéncia genética por
marcadores moleculares, 14 primers deram origem a 26 bandas polimé6rficas. A biomassa
fresca ¢ a biomassa seca foram as caracteristicas botdnico-agronOmicas que mais
contribuiram para a diversidade genética. As caracterfsticas fitoquimicas que mais
contribuiram para a diversidade genética foram 0s compostos precoceno I e precoceno I1.
Verificou-se coeficiente de correlag@o significativo entre biomassa seca e precoceno 1.
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Foram constatados coeficientes de correlacdo nao-significativos entre as caracteristicas
botanico-agron6micas, moleculares e fitoquimicas, com base nas distancias dos acessos.

Palavras-chave: Ageratum conyzoides, marcadores RAPD, éleo essencial.

ABSTRACT

GENETIC DIVERSITY AMONG MENTRASTO ACCESSES BASED
ON BOTANIC-AGRONOMIC, MOLECULAR AND
PHYTOCHEMICAL CHARACTERISTICS

This study aimed to avaluate the genetic divergence among five mentrasto accesses
by multivariate methods using botanic-agronomic, molecular (RAPD markers) and
phytochemical characteristics (content and composition of essential oil). The grouping
analysis by the Tocher’s method in the botanic-agronomic, molecular and phytochemical
characteristics, formed two groups. The analysis of genetic divergence by molecular
markers using 14 primers gave rise to 26 polymorphic bands. Fresh biomass and dry
biomass were the botanic-agronomical characteristics that most contributed to genetic
diversity. The compounds precocene I and precocene Il were the phytochemical
characteristics that most contributed for genetic diversity. Significant correlation
coefficients were verified between dry biomass and precocene 1. No significant correlation
coefficient was found between the botanic-agronomic, molecular and phytochemical
characteristics on the basis of the access distances.

Key words: Ageratum conyzoides, RAPD markers, essential oil.

INTRODUCAO

A perda de recursos genéticos € denominada erosdao genética.
Algumas causas da erosdao genética sdao: o aumento da populagdo, a
extensdo da fronteira agricola, a ado¢do de germoplasma-elite responsavel
pela uniformizacao genética dos cultivos e a destruicdo dos centros de
variabilidade genética. Essa perda de recursos fitogenéticos coloca em
evidéncia a necessidade de sua conservacgao e caracterizagdo (25). Estudos
acerca da divergéncia genética sdo importantes em programas de
melhoramento, por fornecerem parametros para identificacdo dos genitores
que, quando cruzados, possibilitam maior efeito heterético na progénie e
maior probabilidade de recuperar genétipos superiores nas geragées
segregantes (20). | |

O estudo dos recursos genéticos realizado apenas por critérios
morfoldégicos, nao considerando suas relagdes com outros niveis
organizacionais do vegetal, como 0 metabolismo, dificulta o entendimento
da biodiversidade e sugere a necessidade de uma nova abordagem, que
envolveria o estudo interdisciplinar por meio de marcadores moleculares,
quantificagdo dos compostos quimicos mais importantes € mensuragao das
caracteristicas morfolégicas (6).
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Estudos em quimiotaxonomia consistem na investigagao de
compostos quimicos que ocorrem em plantas, com o objetivo de evidenciar
ou ndo a relacdo entre elas, devendo a €nfase ser dada aos compostos
predominantes da espécie (1). A padronizagdo das épocas de colheita, da
parte colhida e do cultivo, nas mesmas condigdes ambientes, auxilia na
identificacdo de variedades que apresentam diferencas na composi¢ao
quimica (12). |

Outra forma de descricio da estrutura genética de populagdes
vegetais naturais ou cultivadas € por meio de marcadores moleculares que
demonstrem a variabilidade nelas presente. Com o advento das técnicas
modernas de biologia molecular, surgiram diversos métodos de detecgao
de polimorfismo genético diretamente no DNA. Essas técnicas possuem
vantagens, como permitir a obtencdo de grande nimero de marcadores
moleculares e alto grau de polimorfismo, nao ser influenciadas por
condi¢coes ambientes e ndo apresentar efeito pleiotropico (21).

A técnica do RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), DNA
polimérfico amplificado ao acaso, facilitou a geragdo de informagéo sobre
variabilidade no DNA. Na técnica dos marcadores RAPD, uma seqiiéncia
aleatéria de 10 nucleotideos € usada como primer, sem O necessario
conhecimento prévio da seqiiéncia de DNA a ser analisada. O
polimorfismo ¢é identificado pela auséncia ou presenga de bandas
especificas de DNA, que sdo separadas por eletroforese em gel de agarose
e visualizadas sob luz ultravioleta. O polimorfismo pode ser ocasionado
por diferencas ocorridas entre ou no sitio de ligagdo do primer, em razao das
mutagdes de ponto, delecdes e insergdes, ou da inexisténcia de tal sitio (J).
| O mentrasto (Ageratum conyzoides 1.) é planta nativa da América
com adaptacgdo a diversas condi¢des ambientes, estabelecendo-se em varias
regides de clima tropical e subtropical do mundo (/3). O precoceno I e o
precoceno II, constituintes majoritrios do dleo essencial de Ageratum
conyzoides (15, 24), causam metamorfose prematura em diversas espécies
de insetos, levando a formacdo de adultos estéreis (3).

Ageratum conyzoides possul uso medicinal difundido pela
populacdo no Brasil e em outros paises. O consumo da droga vegetal
denominada mentrasto tem aumentado a partir da verificagdo de sua
eficacia como analgésico e antiinflamatério no tratamento da artrose e da
sua inclusdo na lista da Central de Medicamentos (/4). Embora
comprovada sua atividade, o vegetal ndo se acha ainda em fase de cultivo
racional. A droga que abastece os mercados de Sao Paulo e Rio de Janeiro
e, por extensdo, todo o Brasil, é proveniente do extrativismo (/6).

Este trabalho teve por objetivo estudar a diverg€ncia gené€tica entre
acessos de mentrasto por caracteristicas morfolégicas, moleculares e
fitoquimicas, provenientes de diferentes regides geograficas, mas
cultivados nas mesmas condi¢cdes ambientes.
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MATERIAL E METODOS

Foram estudados cinco acessos de mentrasto, coletados nos
municipios mineiros de Mariana (AMA), Piranga (API), Visconde do Rio
Branco (ARB) e Vigcosa (AVB e AVP). Os acessos do municipio de
Vigosa foram obtidos nas localidades denominadas Bom Sucesso (AVB) e
Paraiso (AVP). A identificagdo especifica dos acessos foi feita pelo Dr.
Jimi Naoki Nakajima (Universidade Federal de Uberlandia), e as exsicatas
encontram-se depositadas no herbario da Universidade Federal de Vigosa
(UFV), sob os nimeros 25.806, 25.807, 25.808, 25.809 ¢ 25.810.

A coleta das sementes (capitulos) foi realizada em plantas
individuais em cada municipio. Em cada area foram coletadas sementes de
15 plantas e, posteriormente, retirada a mesma quantidade de sementes por
planta, para a formacgdo do bulk e a implantagao do experimento.

O experimento foi realizado em casa de vegetacao, em area
experimental da Universidade Federal de Vigosa, e a propagacdo dos
acessos foi feita por sementes em bandejas de isopor, preenchidas com
substrato comercial a base de vermiculita e carvdao vegetal. As mudas
foram transplantadas 44 dias apds a semeadura, em 13 de margo de 2001.

Experimento 1- Divergéncia genética avaliada por
caracteristicas botdnico-agronomicas

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com
trés repeticoes, sendo a unidade experimental constituida por um vaso de
seis litros, com trés plantas em cada vaso. Avaliaram-se oito
caracteristicas: biomassa fresca da parte aérea, biomassa seca, altura, area
foliar, floragio, nimero de sementes por inflorescéncia, nimero de
inflorescéncia por planta € nimero de sementes por planta.

As caracteristicas de biomassa fresca da parte aérea, biomassa seca,
altura e floragdo foram avaliadas aos 84 dias apés o transplante.

- A drea foliar foi avaliada aos 42 dias apds o transplante (dat).
Inicialmente, foi ajustada uma equagcdo de regressdao aos dados de
comprimento das folhas, largura das folhas e 4rea foliar. A equagdo de
regressdo ajustada foi utilizada na obtengdo da 4rea foliar total por planta,
a partir das medidas de comprimento dos ramos e largura média das folhas
nas épocas de amostragem (18). No ajuste da equagio de regressio, a area
foliar das plantas foi obtida utilizando-se o equipamento area meter. Nas
medidas de comprimento ¢ largura média das folhas foi utilizada régua
graduada.

As relacdes entre area foliar e comprimento e largura das folhas
. foram ajustadas de acordo com a seguinte equacgao de regressao:
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AF = - 10,0945 + 0,5853 C + 6,4263 L (R* = 0,9483)
em que |

AF = area foliar (sz);

C = comprimento das folhas (cm); e

L = largura média das folhas (cm).

Na determinacao da floragdo foram utilizados os seguintes estadios
de desenvolvimento floral:

EQ: plantas nao-floridas (nota = 0);

El: inflorescéncia em inicio de desenvolvimento (nota = 1);

E2: inflorescéncia aberta (nota = 2);

E3: inflorescéncia em processo de escurecimento (nota = 3); e

E4: queda das sementes (nota = 4).

Na avalia¢do do nimero médio de sementes por inflorescéncia (SI),
utilizaram-se quatro inflorescéncias por planta. O total de sementes por
planta (SP) foi obtido multiplicando-se a média do nmimero de sementes
por inflorescéncia (SI) pelo nmimero de inflorescéncia por planta (IP).

Experimento 2- Divergéncia genética avaliada por
marcadores RAPD

Foram coletados cinco individuos (plﬁntulas) de cada acesso para
analise molecular no Laboratério de Biotecnologia do Café do BIOAGRO,
na Universidade Federal de Vigosa.

Extracdao do DNA

Foi utilizado o método de Doyle e Doyle (11), com modificacdes.
Amostras de aproximadamente 0,2 g de folhas frescas foram maceradas
em nitrogénio liquido. Adicionaram-se 4 mL do tampido de extragio
(Sorbitol- 0,35 M; Tris base- 0,10 M; EDTA- 5 mM; NaCl- 2 M: CTAB-
2%; e PVP- solivel) e procedeu-se a homogeneizagdo. Os tubos foram
incubados em banho-maria, a 65°C por 60 minutos. Foram acrescentados
4,0 mL de CIA (cloroférmio + dlcool isoamilico — 24:1) a 4°C e agitou-se
a solugdo por oito minutos. Em seguida, o sobrenadante foi centrifugado a
12.000 rpm por cinco minutos. Logo apés, foi adicionado igual volume de
isopropanol resfriado a —20°C, para precipitacio do DNA. O material foi
centrifugado a 10.000 rpm por cinco minutos. O sobrenadante foi

descartado, ¢ o preciptado lavado com 500 ul. de etanol a 70%.
Adicionaram-se 100 mL de tampao TE (Tris EDTA, pH 8,0) contendo 10
mg/mL de RNAase, seguido de incubagio em banho-maria a 37°C por 30
minutos. Em seguida, o material foi incubado em banho-maria a 65°C por
cinco minutos. A concentragdo do DNA foi estimada por comparagcdo com
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DNA de concentragdo conhecida em gel de agarose 0,8% (p/v), a partir da

qual foram feitas dilui¢des para 10 ng de DNA por p.L de tampao Tris-
EDTA (pH 8,0). | -

Processa de ampltf cag:ao do DNA

As reacoes de pollmerase em cadeia foram condumdas em
termocicladores Perkin-Elmer, modelo 9600. O programa utilizado
iniciava-se pelo aquecimento a 95°C por 1 minuto, seguido de 40 ciclos
constituidos de 94°C por 15 segundos, 35°C por 30 segundos e 72°C por 1
minuto, um ciclo de 72°C por 1 minuto e, por fim, 4°C, até a retirada das
amostras. As reacoes foram conduzidas em tubos plasticos apropriados,
sendo o volume da reagdo de 25 puL (KCl- 50 mM; Tris HCl- 10 mM;
MgCl,—- 2 mM; dNTPs— dATP, dCTP, dGTP e dTTP- 100 uM de cada;
oligonucleotideo iniciador— 0,2 uM; Taq polimerase 1 unidade; DNA
gendmico- 10 ng/uL). Cada reacio foi repetlda duas vezes, para verificar a
consisténcia dos resultados.

Os primers utilizados de 10 nucleotideos foram adquiridos na
Operon Technologies: OPO-02, OPR-19, OPT-17, OPU-01, OPU-03,
OPU-05, OPU-08, OPU-18, OPV-04, OPV-05, OPV-07, OPV-15, OPV-17,
OPV-19, OPV-20, OPW-06, OPW-08, OPW-09, OPW-15, OPW-20, OPX-
05, OPX-10, OPX-11,:0PX-13, OPX-14, OPG-08, OPY-09, OPY-11, OPY-
13, OPY-19, OPY-20, OPZ-01, OPZ-05, OPZ-15, OPZ-16 e OPZ-19. ©

Separagdo dos fragmentos de DNA amplificados em gel de agarose

~ Apés a amplificagio do DNA, os fragmentos de DNA foram
separados por eletroforese em gel de agarose 1,4% (p/v), por quatro horas,
a 85 volts. Apés a corrida eletroforética o gel era colocado em bandeja
plastica, para coloragcdo em solugdo de brometo-de-etideo por 30 minutos.
A visualizagdo foi feita sob luz ultravioleta, ¢ a imagem do gel foi obtida
no sistema de fotodocumentagdo marca Stratagene, modelo Eagle Eye 11.

Experimento 3- Divergéncia -~ genética avaliada por
caracteristicas fitoquimicas . | R

A coleta de material para andlise do Sleo esssencial foi reallz'adézios
84 dias apés transplante, na fase de floragao Apds a coleta as plantas
foram desidratadas em sala de secagem € mantidas em temperatura

amblente (25- 30°C)
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Extracdo do éleo essencial

A extracdo do dleo essencial foi realizada por hidrodestilagdo no
Laboratério de Andlise e Sintese de Agroquimicos (LASA) do
Departamento de Quimica da UFV. Amostras da planta desidratada (em
torno de 18 g) foram transferidas para um baldao que foi acoplado ao
clevenger, e este a um condensador. Apds destilagido por duas horas foram
recolhidos, aproximadamente, 400 mL de hidrolato (agua + dleo)..

O Oleo: foi extraido da fase aquosa com funil de separagao,
utilizando o pentano como solvente. Foram realizadas quatro extragoes
com 40 mL de pentano. Foi adicionado sulfato de magnésio anidro, em
excesso, a fase orgidnica, com o objetivo de remover a agua. A fase
organica foi filtrada e o pentano removido em evaporador rotativo.

O rendimento do 6leo essencial, em porcentagem, foi determinado
de acordo.com a massa de planta desidratada utilizada para extracao.

. Composigao do 6leo essencial
Cromatografia gasosa = -

O 4leo essencial foi analisado por cromatografia em fase gasosa
(CG) em equipamento Shimadzu, modelo 17A, equipado com detector de
ionizacao de chama de h1dr0gemo e coluna capllar SBP — 5 (30 cm de
comprimento e 0,25 mm de didmetro interno). O gas de arraste foi o
nitrogénio. A temperatura inicial da coluna foi de 60°C sendo programada
para ter acréscimos de 3 °C a cada 1 minuto, até atingir a temperatura mixima
de 240°C. Foram pesados cerca de 10 mg das amostras, que foram diluidas em

1 mL de pentano, sendo inj etado 1 uL da mistura pentano + Sleo essencial.
- ,Cromatogmﬁa gaso.sa acoplada a espectmmema de massa -

| A identificagdo dos compostos do ole.o essen(:lal f01 reallzada por
cromatografla gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM), em
equipamento Shimadzu, modelo CG 17A, com detector seletivo de massa,
modelo QP 5000 (Shimadzu). A coluna cromatogréfica foi do tipo capilar
de silica fundida com fase estaciondria DB - 5, de 30 mm de comprimento
e 0,25 mm de didmetro interno, utilizando hélio como gas carreador. A
temperatura do forno foi programada de 60 a 240°C, ‘com acréscimo de
3°C a cada minuto.

A identificacdo dos compostos fo1 feita por comparagoes dos
espectros de massa com os espectros do banco de dados do ‘equipamento,
com a literatura e pelo indice de Kovat’s.
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Correlacoes

A correlagdo de Spearman foi estimada entre as distincias genéticas
obtidas pelas caracteristicas botinico-agrondmicas, moleculares e
fitoquimicas. |

A correlagao de Pearson foi estimada entre as médias das
caracteristicas botanico-agron6micas (biomassa fresca, biomassa seca,
nimero médio de sementes por inflorescéncia, nimero de sementes por
planta) e fitoquimicas (precoceno I, precoceno II, nimero de compostos e
rendimento de éleo essencial).

Anadlises estatisticas

Foram feitas nos programas GENES (8) e SAEG (/7).

No Experimento 1 (divergé€ncia genética por caracteristicas
botanico-agrondmicas), no célculo da distincia genética, foi obtida a
distdncia generalizada de Mahalanobis (D?), e, na delimitagdo dos grupos
de dissimilaridade dos acessos, foi adotado o método de Tocher (9). A
distancia generalizada de Mahalanobis (D?) é definida como:

Dzﬁ' = dn W-l d

em que

d: vetor de diferengas entre médias dos acessos em todas as p
caracteristicas;

d : seu transposto; e

W: matriz p x p de variancias e covariincias residuais.

No Experimento 2 (divergéncia genética por marcadores RAPD), os
dados foram tabulados de forma bindria, isto é, 1 para presenca e 0 para
auséncia de determinada banda do DNA. O indice de Nei foi utilizado para
o calculo da distdncia genética entre os acessos e o agrupamento dos
acessos realizado pelo método de Tocher (17).

O indice de Nei € utilizado para dados do tipo presenca/auséncia de
bandas, e € definido como |

Ijy=2a/(2a+b+c)

em que

a = nimero de casos em que a banda esti presente nos dois acessos,
1€ j, simultaneamente;

b = nimero de casos em que a banda estd presente somente no
acesso 1; e

¢ = numero de casos em que a banda esti presente somente no
acesso J. |
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No Experimento 3 (divergéncia genética por caracteristicas
fitoquimicas) foi obtida a distancia euclidiana média padronizada (d), e o
agrupamento dos acessos foi realizado pelo método de Tocher (9). A
distancia Euclidiana média (d ;') é definida pela seguinte expressao:

n

dii=[ 1/n X (x; - x)°
em que J=1

n: nimero de caracteristicas analisadas (n=13); e

X;i: média padronizada do 1-ésimo acesso em referéncia a j-ésima
caracteristica.

Fo1 utilizado o critério de Singh (/9) para identificar a contribuicio
relativa de cada caréter na diversidade entre os acessos (Experimentol e
Experimento 3).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento  1-Divergéncia  genética  avaliada  por
caracteristicas botdnico-agronomicas

Os acessos mais divergentes foram API e AVB, e os menos
divergentes, APl e AVP.

Com base nas distincias genéticas (distdncia generalizada de
Mahalanobis), foram formados dois grupos de acessos dissimilares, por
meio do método de Tocher. Os acessos AMA, API, ARB e AVP formaram
um mesmo grupo, € o acesso AVB formou outro grupo.

A contribuigdo das caracteristicas para a divergéncia genética encontra-
se no Quadro 1. As caracteristicas biomassa fresca, biomassa seca e nimero
de sementes por inflorescéncia foram as que mais contribuiram para a
divergéncia genética, e as caracteristicas altura e niimero de inflorescéncia por
planta, as que menos contribuiram (Quadro 1).

Experimento 2 - Divergéncia genética avaliada por
marcadores RAPD

Foram obtidos, por meio do método de extracdo do DNA, de 100 a
800 ng de DNA, em cada extragéo, a partir de aproximadamente 0,2 g de
folhas frescas.

Dos 36 iniciadores testados, foram considerados 14, isto €, em 38%
dos 1niciadores foram obtidas bandas polimdrficas. Esses 14 iniciadores

deram origem a 26 bandas polimérficas, com média de 1,86 banda por
iniciador. O nidmero de bandas polimérficas variou entre 1 e 4 por
iniciador. A maioria dos iniciadores apresentou uma ou duas bandas
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polimérficas (78% dos iniciadores); o iniciador OPV-20 apresentou quatro
bandas, € 0s 1mc1adores OPY-11le OPY 20 trés bandas.

QUADRO 1 - Contribuicdo relativa percentual para a divergéncia genética,
analisada com base no critério de Singh (19), das varidveis
biomassa fresca (BF), biomassa seca (BS), altura (ALT),
nimero de sementes por inflorescéncia (SI), nimero de
inflorescéncia por planta (NI), mimero -de sementes por
planta (SP), floracdo (FL) e area foliar (AF) de cinco

acessos de mentrasto
B Vanéve:s e mContgbuiggg relativa (%) -
BF 27,33
BS o - 27,14
AL . - 1,54
SI 20,99
SP 11,64
FL 7,28

AF 3,21

As distancias genéticas obtidas entre os cinco acessos de mentrasto,
relativos aos 26 locos polimérficos de marcadores RAPD, variaram de
0,1515 (entre APl e ARB) a 0,6280 (entre AMA e AVP) | ‘

- A andlise de agrupamento utilizando-se o método 'de Tocher,
definiu dois grupos: um com os acessos API, ARB AVB e AVP e outro
com O acesso AMA como tnico integrante.

- Os resultados mostraram a viabilidade do uso de marcadores RAPD
no estudo da diversidade genética em acessos de mentrasto. Assim como
em outros trabalhos realizados, em Caesalpinia echinata (5), em cultivares
do género Rosa (10) e em Oryza sativa (23), a técnica de marcadores
RAPD fo1 eficiente na detec¢do de variabilidade genética.

Experimento 3- Divergéncia genética avaliada por
caracteristicas fitoquimicas

No acesso ARB fo1 verificado o maior valor de teor do dleo essencial,
0,7015%, e no acesso API foi obtido o mator niimero de compostos detectado
na analise por cromatografia gasosa (Quadro 2). |

- Os compostos identificados no o6leo- essencial dos acessos de
mentrasto, por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa,
podem ser divididos em: mcmoterpenos sesquiterpenos, Cromenos €
fenilpropenos (Quadro 2). |
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Foram identificados dois compostos majoritarios, ambos cromenos:
o precoceno I, que for o majoritario no acesso APIL, e o precoceno II,
majoritario nos outros acessos. Outro cromeno identificado, relatado pela
primeira vez nessa espécie, foi o 6-hidroximetil-7-metoxi-2,2-dimetil-2H-
cromeno, constituinte minoritario ndo encontrado no acesso AVB.

Os monoterpenos identificados foram o terpinen-4-ol e o acetato de
bornila. Os sesquiterpenos identificados foram o (E)-cariofileno, o Y-
muroleno, o d-cadineno, o o-muroleno e o éxido de cariofileno. O &-
cadineno, composto presente somente no acesso API, é precursor do
gossipol, composto que atua na defesa quimica da planta (4).

QUADRO 2 - Concentragdo relativa (%), obtida por cromatografia
gasosa, dos constituintes do 6leo essencial da parte aérea

de cinco acessos de mentrasto

| ‘Constituintes do 6leo essencial (%)
cessos Cl C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 Clo0 __Cll NC RO

AMA 063 064 360 028 1046 0,63 - 070 1,44 70,77 048 53 049
API 1,24 056 054 394 76,57 063 046 048 1,33 041 038 67 048
ARB 0,14 - 2,23 0,11 30,67 0,37 - 029 L19 61,35 021 26 070
AVB - - 2,09 - 37,75 042 - 0,38 082 56,85 - 12 0,49
AVP - 0,14 221 0,15 1563 0,37 029 067 7671 020 24 0,51

|JTR 13,48 1821 2408 24,50 28,83 2669 2846 28,50 30,82 34,08 39,51

Cl1 = terpinen-4-ol; C2 = acetato de bornila; C3 = cariofileno; C4 = cumarina I; C5 = |
precoceno I; C6 = y-muroleno; C7 = 3-cadineno; C8 = a-muroleno; C9 = 6xido de
cariofileno;  C10 = precoceno II; ClI1 = 6-hidroximetil-7-metoxi-2,2- dimetil-2-
cromeno; NC = niimero de compostos; RO = rendimento do 6leo essenc1al em %; TR =
tempo de retencdo em minutos. | |

Em relagdo aos fenilpropenos, identificaram-se as cumarinas, sendo
a maior concentragao encontrada no acesso API (3,94%).

O par de acessos mais divergente, com base nas caracteristicas
fitoquimicas, foi API e AVP, e o menos divergente foi AVB e AVP.

A analise de agrupamento, utilizando o método de Tocher, definiu
dois grupos: um formado com os acessos AMA, ARB, AVB e AVP, ¢
outro com 0 acesso API.
| As caracteristicas que mais contribuiram para a divergéncia genética
foram: precoceno I, precoceno II e nimero de compostos (Quadro 3).

Correlagdo de Spearman

Os coeficientes de correlagdo foram nio-significativos, indicando
que nao existe associa¢do linear entre as distincias genéticas estimadas
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com base em caracteristicas botinico-agron6micas, moleculares e
fitoquimicas (Quadro 4).

Esses resultados mostram certa discorddncia entre os dados
moleculares e os dados botinico-agrondmicos. Trabalhos realizados em
Brassica oleraceae (2), Phaseolus vulgaris (22) e Baccharis myriocephala
(7) também mostraram que o relacionamento entre os padrdes de variagao
molecular e os padrdes de variagdo genética indicam associag@o positiva
em alguns casos, enquanto noutros inexiste associa¢io entre a variagao dos
caracteristicas moleculares e as caracteristicas morfolégicas geneticamente
controladas.

Correlagdo de Pearson
Verificou-se coeficiente de correlagdo significativo entre biomassa

seca e precoceno I. Maior producdo de biomassa seca indicou maior teor
de precoceno I no éleo essencial (Quadro 5).

QUADRO 3 - Contribuicio relativa percentual para a divergéncia genética
de 13 caracteristicas fitoquimicas, de cinco acessos de
mentrasto, analisada com base no cnitério de Singh (/9)

Caracteristicas Contribuigdo relativa (%)
Cl 0,013
C2 0,005
C3 0,055
C4 . 0,136
C5 32,002
Cé6 0,001
C7 0,002
C8 0,001
C9 0,005

Cl10 43,586
Cl1 0,002
NC 24,192
RO | 0,0004

C1 = terpinen-4-ol; C2 = acetato de bomila; C3 = cariofileno; C4 = cumarina; C5 =
precoceno I; C6 = y-muroleno; C7 = 8- cadineno; C8 = a-muroleno; C9 = dxido de
cariofileno; C10 = precoceno II; Cll1 = 6-hidroximetil-7-metoxi-2,2-dimetil-2-
cromeno; NC = niimero de compostos; RO = rendimento do 6leo essencial.
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QUADRO 4 - Coeficientes de correlacdo (Spearman) entre as
caracteristicas botanico-agronémicas (BOT),
moleculares (RAPD) e fitoquimicas (FIT), com base
nas distancias dos acessos

BOT ~_ _RAPD FIT
BOT 1 ' 0,0909 ™ -0,1758 ™
RAPD : 1 -0,0909 ™

" = ndo-significativo pelo teste t, a 10% de probabilidade.

QUADRO 5 - CorrelacOes de Pearson entre as caracteristicas botanico-
agrondmicas (biomassa fresca-BF, biomassa seca-BS,
numero médio de sementes por inflorescéncia-SI e
nimero de sementes por planta-SP) e fitoquimicas
(precoceno I-Pl, precoceno 1I-PlI, nimero de compostos-
NC e rendimento do 6leo essencial-RO) de cinco acessos
de mentrasto

BF BS S1 SP |
PI 0,4223™ 0,6881 0.0183™ 0,4989™
PII -0,2222" -0,6008"™ 0,0764™ -0,3159™
NC -0,5830™ 0,1059™ 0,4417™ -0,4160™
RO -0,0320™ 0,1237™ 0,0146" 0,0393™

" = nAo-significativo pelo teste t, a 10% de probabilidade.
" = significativo pelo teste t, a 10% de probabilidade.

CONCLUSOES

1) As caracteristicas  botanico-agronémicas, moleculares
(marcadores RAPD) e fitoquimicas (teor e composi¢ao do 6leo essencial)
sdo eficientes na avaliacdo da diversidade genética entre acessos de
mentrasto.

2) A utilizagdo de marcadores RAPD e de caracteristicas
fitoquimicas, na caracterizacdo de variedades em Ageratum
conyzoides,pode ser utilizada em adicdo as caracteristicas botanico-
agrondmicas. |

3) Sao nao-significativos os coeficientes de correlagao entre as
caracteristicas botanico-agrondmicas, moleculares ¢ fitoquimicas, com
base nas distancias dos acessos.

4) A dispandade entre a diversidade genética estimada com base nos
trés tipos de caracteres mostra que no programa de melhoramento do
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mentrasto por hibridagdo a escolha dos genitores deve estar relacionada
com a diversidade de caracteres de interesse.
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