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ABSTRACT

Ageratum conyzoides (Asteraceae) is known in Brazil for its medicinal properties being mainly used as painkiller
and anti-inflammatory. Due to the existence of few genetic studies for this species, this work aimed to characterize
the genetic diversity among nine accessions from different sites at Tocantins state, to provide information about its
genetic resources. Similarity coefficients obtained varied from 48% to 80%, result of amplification of 102
fragments, of which 72 (70.5%) were polymorphic. Groupment analysis allowed the differentiation in three groups.
One of them was distinguished because it presented the highest similarity among all, being composed by ANA and
NAT (80% similarity). In general, these data showed there is low degree of association between the geographic
location of the accessions and the genetic distances. So, the collected accession ns in Tocantins state presented
considerable genetic variability and the efficiency of RAPD markers for such characterization was here proven.
Key-words: Ageratum conyzoides, genetic variability, medicinal plants.

Divergéncia genética entre acessos de mentrasto do Estado
do Tocantins através de marcadores RAPD

RESUMO

O mentrasto, Ageratum conyzoides (Asteraceae), € conhecido no Brasil por suas propriedades medicinais, sendo
usado principalmente como analgésico e anti-inflamatorio. Como existem poucos estudos genéticos dessa espécie,
este trabalho buscou caracterizar a diversidade genética, com base em marcadores RAPD, entre nove acessos
provenientes de diferentes municipios do Tocantins, para fornecer informagdes sobre seus recursos genéticos. Os
coeficientes de similaridades obtidos variaram de 48 a 80%, considerando a analise de 102 fragmentos dentre os
quais 72 (70.5%) foram polimdrficos. A analise de agrupamento permitiu a diferenciacdo de trés grupos. O grupo
com maior similaridade genética (80%) foi composto pelos acessos ANA e NAT. No geral, os dados mostraram
haver pouca relacdo entre a origem geogréafica dos acessos e o padrdo de divergéncia genética obtido. Assim, os
acessos coletados no Tocantins apresentaram consideravel variabilidade genética e os marcadores RAPD foram
adequados para esta caracterizagao. .
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INTRODUCAO

A ampla diversidade em populagdes naturais de
plantas disponibiliza grande potencial de genes e
alelos de interesse em programas de melhoramento
genéticos. Nesse contexto, a conservacdo de
plantas medicinais € uma estratégia fundamental
para garantir a manutencdo de sua variabilidade
genética, possibilitando futuros trabalhos de
bioprospeccdo génica e de  metabdlitos
secundarios, produtos de interesse obtidos destas.
A flora medicinal brasileira é riquissima, com
inimeras espécies utilizadas na medicina popular,
porém a grande maioria destas espécies requer
estudos basicos que viabilizem sua conservagdo
(Melo et al.,2009).

A diversidade genética em plantas pode ser
determinada por meio de caracteristicas
morfoldgicas e agrondmicas, isoenzimas e analises
de marcadores moleculares (Liu, 1997; Xuet al.,
2003). Neste cenario, os progressos da biologia
molecular vém proporcionando o desenvolvimento
de ferramentas de grande eficiéncia para as
estratégias de conservacdo in situ e ex situ, bem
como a caracterizagdo da diversidade existente
(Santos et al.,2011).

Marcadores moleculares permitem acessar a
variabilidade genética ao nivel de DNA das
plantas. Existem diferentes técnicas que permitem
identificar diretamente o polimorfismo de DNA e,
portanto, marcar sequencias ou partes especificas
do mesmo. Com marcadores moleculares €
possivel ter para cada gene de grande efeito um ou
mais marcadores que podem ser utilizados para a
identificacdo do fenotipo desejado (Milach, 1998).
Marcadores como RAPD, Microssatélite e AFLP
(polimorfismo de comprimento de fragmentos
amplificados) sdo alguns dos mais utilizados em
estudos genéticos (Ferreira e Grattapaglia, 1998).
Os marcadores RAPD permitem distinguir
gendtipos de forma eficaz, uma vez que facilitam a
identificacdo de casos de sinonimias e homonimias
entre cultivares; e auxiliam na selecdo dos
individuos que poderdo ser utilizados para compor
bancos de germoplasma ou serem utilizados no
melhoramento genético (Paula et al., 2012).

Os marcadores baseados em PCR (Polimerase
Chain Reaction), como o RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), tém sido usados
com sucesso na analise de distancia genética em
varias espécies de plantas (Lin et al., 2009; Santos
et al., 2011; Oliveira et al., 2012), mostrando ser
eficiente na caracterizacdo da variagdo genética

entre organismos proximos, dentro e entre espécies
de uma populagdo.

A técnica de RAPD também se mostra como uma
ferramenta Util para a andlise da diversidade
genética molecular em populagdes naturais de
plantas (Silveira et al.,2009).Essa técnica
distingue-se das demais pelo fato de utilizar
primers com 10 pares de bases de extensdo, cuja
sequéncia nucleotidica é arbitraria, ao contrario
das outras que requerem informacdes a respeito da
segliéncia do DNA alvo para o desenho de primers
especificos (Williams et al., 1990). Dentre as
diversas técnicas utilizadas, RAPD é a de menor
custo,nimero de etapas e tempo para obter os
resultados,além de facil execucdo. Contudo,
apresenta a desvantagem de ser de baixa
repetibilidade e pouca consisténcia de um
laboratério para o outro, o que dificulta a
comparacdo de dados obtidos em diferentes locais
(Milach, 1998). Em geral, como nédo é necessario
conhecimento prévio sobre o genoma da espécie
avaliada e os primers utilizados sdo aleatorios,
uma série de reagBes costumam ser realizadas
(cada reacdo um primer) para se avaliar
polimorfismo através de RAPD. No entanto,
alguns trabalhos tém sugerido que quando a
variabilidade genética é elevada em uma
populacdo, 0 uso de poucos primers, ou um menor
nimero de reagdes seriam suficientes (Millan et
al., 1996; Li et al.,1999), o que reduziria custo e
tempo operacional.Vale ressaltar que para o
mentrasto, praticamente ndo ha trabalhos de
analise genética e deste modo, € interessante
iniciar o estudo da espécie com marcadores de
baixo custo e com rapidos resultados, verificando
se ha ou ndo variagdo genética na espécie.

O mentrasto (Ageratumconyzoides L.) ¢ uma
planta herbacea anual pertencente a familia
Asteraceae, sendo conhecida popularmente como
erva-de-sdo-jodo, picdo-roxo ou  mentrasto
(Millani et al., 2010). E uma planta nativa da
América tropical com adaptagdo a diversas
condi¢cBes ambientais, estabelecendo-se em varias
regides de clima tropical e subtropical do mundo.
Nos paises onde ocorre, pode ser encontrada desde
o nivel do mar até 3000 metros de altitude, quando
a temperatura estd acima de 10°C (Castroet al.,
2008).

A. conyzoides, possui uso medicinal difundido pela
populacdo no Brasil e em outros paises. A sua
ampla utilizacdo deve-se a inclusdo na lista da
Central de Medicamentos, sendo preconizada pelo
Ministério da Salde, como medicamento
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antirreumdtico. O 6leo essencial de mentrasto é
conhecido no Brasil e em outros paises da
América devido suas propriedades como
analgésico, anti-inflamatério e cicatrizante, sendo
empregado como fitoterapico (Soares et al., 2011).
Entretanto, pouco se conhece sobre a
biodiversidade genética dessa espécie. Além disso,
por causa da intensa utilizagdo pela populagdo de
baixa renda e das multiplas utilidades atribuidas ao
mentrasto, esforcos para analisar a diversidade
genética dessa espécie tém importancia cientifica,
pratica e econdmica.

Um estudo da divergéncia genética entre acessos
de mentrasto foi recentemente realizado no Estado
do Tocantins, mostrandodivergéncia entre tais
acessos, avaliados através de caracteres
morfoldgicos(Castro et al., 2011). No entanto, sdo
escassos 0s trabalhos envolvendo marcadores
moleculares na caracterizacdo da diversidade
genetica dessa espécie (Soares et al., 2011; Millani
et al., 2010; Castro el al., 2008; Castro et al., 2006;
Castro et al., 2004a; Castro el al., 2004b). No
presente trabalho foram estudados 0s acessos
também avaliados por Castro et al. 2011.

Este estudo teve por objetivo caracterizar a
diversidade genética com base em marcadores

moleculares do tipo RAPD, entre acessos de
mentrasto coletados em diferentes cidades no
Estado do Tocantins. Assim, o trabalho procurou
agregar informagdes bdasicas para futuros
programas de melhoramento e obtencdo de um
panorama que subsidie melhores estratégias de
manejo dessa planta medicinal.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Nove acessos de mentrasto foram comparados
usando marcadores RAPD. Os acessos foram
provenientes de cinco diferentes regides climaticas
do Estado do Tocantins, seqgundo o método de
Thornthwaite & Mather (1955). Assim, a coleta
das sementes foi realizada em plantas individuais,
tomadas ao acaso em Vvarios municipios e como
out group foi utilizado um exemplar da cultivar
BD#115 de batata-doce do Banco de
Germoplasma da UFT (Tabela 1). Em cada area
foram coletadas sementes de 15 plantas e,
posteriormente, retirada a mesma quantidade de
sementes por planta para a formacdo do bulk e a
implantacdo do experimento.

Tabela 1. Relacdo dos municipios onde foram realizadas as coletas dos acessos (Ageratum conyzoides)

estudados e seus respectivos codigos.

Identificagdo Origem Cddigo Latitude e longitude Clima*
01 Formoso FOR 11°47’S, 49°32°W B2rA'a’
02 Gurupi GUR 11°43’S, 49°03°'W BlwA'a'
03 Alianga ALl 11°18’S, 48°56°W BlwA'a'
04 Ananas ANA 06°22’S, 48°05°W C2rA'd
05 Natividade NAT 11°37’S, 47°45°W C2wA'a'
06 Avrraias ARR 12955’S, 46°57°W CldAd'
07 Novo Alegre NOV 12955’S, 46°34’W CldAd'
08 Taguatinga TAG 12024’S, 46°21°W CldAd'
09 Combinado COM 12°47’S, 46°32°W CldAd'
10 BD#115

* ByrAa’ - clima Gmido, com pequena ou nula deficiéncia hidrica; BywA'a' - clima Gmido, com moderada
deficiéncia hidrica; CorA'a’ - clima dmido subimido, com pequena deficiéncia hidrica; C2wA'a' - clima dmido
subumido, com moderada deficiéncia hidrica; C;dA'a’ - clima sublimido seco, com moderada deficiéncia hidrica.

O cultivo dos acessos foi realizado durante os
meses de Outubro a Dezembro de 2005 em casa de
vegetacdo, na area experimental da Universidade
Federal do Tocantins — UFT, campus universitario
de Palmas, localizado a uma latitude de 10°20°S e
longitude de 48°35'W, em clima Umido com
temperatura média de 27°C. A producdo de mudas

para a propagacdo dos acessos foi realizada por
sementes em bandejas de isopor, preenchidas com
substrato comercial & base de vermiculita e carvao
vegetal. As mesmas foram transplantadas para a
unidade experimental 50 dias apds a semeadura,
onde se utilizou um vaso de seis litros com trés

J. Biotec. Biodivers. v. 4, N.4: pp. 290-298, Nov, 2013



Oliveira, E. M. et al. 293

plantas, e uma mistura de terra e substrato
comercial.

Extracdo e amplificacfes de DNA

O DNA foi extraido a partir de 50 mg de folhas
jovens tomadas ao acaso, de trés individuos de
cada acesso, utilizando o método de extracdo
CTAB, conforme o protocolo descrito por Ferreira
e Grattapaglia (1998), com modifica¢fes. Apos a
extracdo, a quantidade, a integridade e a pureza do
DNA foram estimadas por espectrofotometria

(Modelo Ultrospec 1000, GE — HEALTHCARE,
USA) e por eletroforese em gel de agarose 1%. As
concentracOes foram ajustadas para 20 ng/pL, que
foi a concentracdo final da solucéo de trabalho.

A selecdo dos primers foi realizada de acordo com
aqueles que produziram um bom padrdo de
deteccdo e o maior nimero de fragmentos
amplificados. No total, foram testados 30 primers
(Operon Technologies, Alameda, CA), sendo
selecionados 11 primers mais informativos quanto
ao numero de alelos.

Tabela 2. Sequéncia dosprimersarbitrarios usados para as reacdes de RAPD.

Primers Sequéncia nucleotidica Nf Np
OPC-18 5'-TGAGTGGGTG-3' 12 6
OPK -11 5'-AATGCCCCAG-3 12 11
OPL -01 5'-GGCATGACCT-3' 8 7
OPM - 04 5'-GGCGGTTGTC-3' 6 5
OPM -10 5'-TCTGGCGCAC-3' 12 9
OPM -20 5-AGGTCTTGGG-3' 12 7
OPN -18 5'-GGTGAGGTCA-3 5 4
OPT -08 5'-AACGGCGACA-3 11 9
OPT -16 5'-GGTGAACGCT-3 4 2
OPY -17 5'-GACGTGGTGA-3 10 8
OPY -19 5-TGAGGGTCCC-3’ 10 4

Nf: nimero de fragmentos; Np: nimero de fragmentos polimorficos.

As reagbes de PCR foram realizadas em
termociclador modelo PxE Thermal Cycler
(Thermo Electron Coporation), com um volume
final de 15 pL, com 9,25 L de agua destilada, 2,5
mM de MgCl,, 0,2mM de dNTPs, 1X tampéo da
Tag polimerase (100 mM Tris-HCI, 500 mM de
KCI), 10 pmoles de primer, 1U de Taqg DNA
Polimerase (LCG do Brasil, Rio de Janeiro RJ); e
40 ng de DNA. As condic¢bes de PCR foram: 94°C
por 40s, 35°C por 1min, 72°C por 2min; sendo
estas trés etapas repetidas trés vezes, seguidas por
mais 37 ciclos de 94°C por 40s, 37°C por 40s,
72°C por 2min. Adicionalmente, houve a extenséo

final de 72°C por 5 min e incubacdo de 4°C por
10min como etapa final.

Andlise dos dados

Os produtos de amplificagcdo foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 2%, corado com
brometo de etidio (10mg/mL), tampdo de 0,5x,
fonte a 80W com 1h de corrida. A visualizacéo foi
feita em transluminador UV modelo LTA 20x20
(Loccus Biotecnologia), e fotografados para as
analises. Os marcadores RAPD gerados foram
convertidos em uma matriz de dados binarios, a
partir da qual foi calculada a similaridade genética
pelo indice definido por Jaccard:
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a

a+b+c
sendo: a = nUmero de casos em que ocorre a
presenca da banda em ambos os individuos,
simultaneamente; b = nimero de casos em que
ocorre a presenca da banda somente no individuo
X; ¢ = ndimero de casos em que ocorre a presenca
da banda somente no individuo Y.A partir desses
indices, foi construido um dendograma, pelo
método do UPGMA. Tais andlises foram
desenvolvidas por meio do software PAST, versdo
1.44.
Estimativas de distancias geogréaficas entre locais
de coleta de 13 acessos foram calculadas de
acordo com Steiner e Garcia de Los Santos (2001),
utilizando-se as informacGes de latitude e
longitude disponiveis (Tabela 1).

ij

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 30 primers testados, 11 foram selecionados
pelo padrdo de amplificacdo, sendo que todos
apresentaram fragmentos polimérficos. Um total
de 102 fragmentos foi gerado, com uma média de
9,27 por primer (Tabela 2). Castro et al. (2004)
trabalhando com mentrasto, utilizaram 14 primers
e obtiveram 26 bandas polimdrficas, com média de
1,86 banda por primer, onde o nimero de bandas
polimorficas variou de um a quatro por primer
utilizado. Isso mostra que a média encontrada no
presente trabalho foi maior.

Dentre os fragmentos de RAPD, 72 (70,5%) foram
polimorficos, variando de dois (OPT-16) a 11
(OPK-11) fragmentos amplificados por primer, 0s
quais foram utilizados na caracterizacdo da
variabilidade genética. A figura 1 mostra alguns
dos marcadores gerados por um dos iniciadores
selecionados. As similaridades genéticas obtidas
entre 0s nove acessos de mentrasto, relativas aos
102 loci, variaram de 48 a 80%. Tais valores
foram obtidos entre os acessos GUR e ARR e
entre ANA e NAT, respectivamente.

1 Dintan Dindivinave

A Nl A nn 90N 29N0 NlAvs

09 10 BM

01 02 0304 05 06 07 08

Figura 1 -Perfil eletroforético de um gel de RAPD
utilizando o primer OPY-17 em 09 acessos de
mentrasto, um de batata-doce (10), um controle (B) e na
extremidade o padrdo de peso molecular de 100 pb (M).

Melo et al.(2009), avaliando a divergéncia
genética em Lychnophora ericoides Less.-
Asteraceae, popularmente conhecida como arnica
e constituinte da mesma familia do mentrasto,
obteve um indice de dissimilaridade variando entre
62 a 71%. Os mesmos autores afirmaram que 0s
resultados obtidos com a técnica RAPD
demonstram a clara separagdo genética entre as
populacGes de arnica.

Por meio do dendograma obtido, verificou-se a
separacdo dos acessos de mentrasto em 2 grupos
principais, com ponto de corte a aproximadamente
65% (Fig. 2). Também houve a formacdo de um
grupo isolado, formado pela batata-doce,
apresentando a menor similaridade (17%) quando
comparada aos diferentes acessos, como era
esperado. Outro grupo formado pelos acessos
ARR e FOR apresentou similaridade genética de
65%. No terceiro grupo, composto por sete acessos
e subdividido em dois grupos, o coeficiente de
similaridade variou de 63 a 80%, onde se destaca 0
subgrupo constituido por cinco acessos (ANA,
NAT, COM, NOV e TAG). Segundo Castro et al.
(2011) os acessos ALI, GUR, COM e NOV
estiveram nos mesmos grupos, quando enfatizado
as similaridades entre esses acessos com base no
uso de caracteristicas morfoldgicas. Podemos
observar que os acessos COM e NOV se
comportam de forma similar, tanto na avaliagédo
molecular como na avaliagdo morfoldgica. Os
acessos ANA (06°22°S) e NAT (11°37°S)
mostraram a maior similaridade genética (80,51
%) em relacdo aos demais acessos de mentrasto.
Dessa forma, ndo houve relagdo entre os grupos de
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similaridade genética (Fig. 2) e as distancias

geograficas (Tabela 3).

Similaridade
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Figura 2 -Dendograma feito a partir de nove acessos de mentrasto e um de batata-doce
(BD#115), por meio do indice de similaridade de Jaccard e agrupamento UPGMA.

Tabela 3. Distancias geograficas (em km) entre os locais de coleta de 09 acessos de Ageratum

conyzoides.

Acesso  FOR GUR ALI ANA NAT ARR NOV TAG COM
FOR -

GUR 98,68 -

ALl 76,2 69,06 -

ANA 191,74 175,8 135,65 -

NAT 125,29 111,54 69,87 158,41 -

ARR 27555 250,58 185,71 276,53 166 -

NOV 290,83 264,93 196,69 292,46 173,77 223,96 -

TAG 288,81 263,12 194,09 294,08 171,88 220,11 217,09 -

COM 291,28 265,36 196,91 293,24 173,94 223,72 222 216,46 -

No trabalho de Castro et al. (2011), os autores
conseguiram formar varios grupos, de acordo
com a época de colheita (Tabela 4). Na primeira
época de colheita, dois grupos foram formados,
onde o par mais divergente foi formado pelos
acessos NAT e ARR enquanto o par menos
divergente foi constituido pelos acessos ALI e
TAG. Os acessos NAT e ARR também
formaram o par mais divergente na segunda

época de colheita e o par menos divergente foi
constituido pelos acessos ANA e TAG. De
forma diferente, na terceira época de colheita os
acessos ANA e TAG formaram o par mais
divergente. Na quarta e ultima época de colheita
avaliada o acesso TAG formou o par mais
divergente com o acesso FOR e 0 acesso GUR
formou o par menos divergente com 0 acesso
ALL
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Tabela 4. Grupos de acessos similares de nove acessos de mentrasto (Ageratum conyzoides) estabelecidos por meio
do método de Tocher, em quatro épocas de colheita.

Epocas de colheita

Grupos 21 Dat 42 Dat 63 Dat 84 Dat
ALl  TAG GUR ALI TAG GUR ALI GUR NOV ALl  TAG GUR
1 NOV FOR ANA NOV FOR ANA ARR COM eNAT NOV NAT ANA
ARR eCOM e COM ARR e COM
2 NAT ARR FOR FOR
3 NAT ANA
4 TAG

Fonte: Castro et al., 2011.
DAT: Dias ap0s transplante.

Ainda no trabalho de Castro et al. (2011) foi
observada umavariacdo na constituicdo dosgrupos
pelos acessos de acordo com o estadio de
desenvolvimento no qual a divergéncia genética
foi estimada, e portanto, a divergéncia genética
entre acessos de mentrasto, avaliada por caracteres
morfoldgicos, é influenciada pelo estadio de
desenvolvimento da espécie e que, de uma forma
geral, os acessos coletados na mesma regido
climatica formaram grupo juntos. Este fato mostra
a importancia da coleta de germoplasma de A.
conyzoides em diferentes regides climaticas, com o
objetivo de obter maior representatividade da
variabilidade genética existente.

Os acessos COM, NOV e TAG, que apresentaram
similaridade genética, estdo na mesma regido
climatica, sugerindo que existe influéncia
climatica na divergéncia genética (Tabela
1).Castro et al. (2011), verificou que a divergéncia
genética estimada estava relacionada com um
determinado estadgio de desenvolvimento. Assim,
0s acessos que formaram grupo nas quatro épocas
de colheita foram ALI, GUR, COM e NOV,
mostrando similaridade. J& no presente estudo,
pela analise de marcadores RAPD, 0s acessos
COM e NOV foram os Unicos que também
apresentaram similaridade genética, sendo aqui
agrupados com ANA, NAT e TAG. Quanto a
relagdo entre as divergéncias genéticas dos acessos
e regides climaticas, observou-se quede forma
geral, acessos coletados na mesma regido climatica
foram mais semelhantes. Apenas os acessos ARR,
na segunda época de colheita, e TAG, na terceira
época de colheita, formaram grupos separados dos
outros acessos coletados na mesma regido
climética.

Castro et al. (2011) enfatizou as similaridades
entre essesacessos com base no uso de
caracteristicas morfologicas. Os acessos que

revelaram menor proximidade genética, utilizando
caracteristicas morfoldgicas, foram NAT e FOR
que ndo formaramgrupo juntos em nenhuma época
de colheita.

Possivelmente, as circunstancias ambientais sob as
quais os acessos foram coletados diferem
consideravelmente entre o0s estudos. Assim,
ligeiras diferengcas genéticas entre eles podem
representar adaptagdes a diferentes condigdes
(Gustineet al., 2002).

Outros trabalhos realizados em Curcumalonga,
(Janet al., 2011) e em Bidens spp, (Vidal et al.,
2006), mostraram a eficacia do uso de marcadores
RAPD na deteccdo da variabilidade genética.
Castro et al.(2004), também estudando A.
conyzoides por RAPD confirmou a eficiéncia da
técnica. Os marcadoresmoleculares atuam como
uma ferramenta  eficiente na  andliseda
variabilidade genética,identificando diferencas
entre os materiais em nivel deDNA. As técnicas
moleculares fornecem aos pesquisadoresuma nova
fonte de informagdes, que utilizadas em
conjuntocom os dados  morfologicos e
agrondmicos acabamcontribuindo para o aumento
da eficacia do programa (Faleiro, 2007).

De acordo com Melo et al. (2009) a alta variacdo
genéticaentre populagdes tem implicagdo direta
para a proposta de conservacdo, indicando uma
coleta de sementes de grande nimero de
populacGes, no sentido de salvaguardar maior
diversidade genética existente da espécie. Além
disso, estudos com marcadores moleculares podem
no futuro gerar marcadores que possibilitem
rastrear a origem da matéria prima para
fitomedicamentos  derivados  desta  espécie
(Percifield et al., 2007).
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CONCLUSOES

Os acessos que se apresentaram mais divergentes
foram GUR e ARR. Os acessos ANA e NAT
mostraram a maior similaridade genética.

Na formacdo dos grupos, ndo houve relacdo entre
a similaridade genética e as distancias geograficas.
O uso de marcadores RAPD foi eficientena
caracterizacdo da estrutura genética entre 0s
acessos de mentrasto, onde essa caracterizagdo
molecular pode fornecer informagdes para evitar
as redundancias ou misturas de genotipos em
estudos e programas de conservacdo de
germoplasma dessa espécie.
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